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Zur Kenntnis des Pepsius. 
Vorliufige Mitteilung. 
Von 
Heinz Holter, Wicn. 


Mit 3 Figuren im Text. 


Fellow der Rockefeller Foundation. 
Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen). 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Januar 1931.) 


Die Frage nach dem Zusammenhang der im Laute der 
Pepsinverdauung auftretenden Anderung der physikalischen Kigen- 
schaften der Substratlésung mit der parallelgehenden maBanalytisch 
erfaBbaren Aufspaltung von Peptidbindungen bildete den Inhalt 
der dem Verfasser von Prof. S. P. L. Serensen zur Bearbeitung 
im Carlsberg-Laboratorium gestellten Aufgabe. 

Wie bekannt, sind diese Veriinderungen der physikalischen 
Higenschaften des Substrates ungemein groB und haben daher 
mehrfach zur Bearbeitung und zu Spekulationen iiber die Natur 
der Pepsinwirkung AnlaB gegeben (es sei hier nur an die Hypo- 
these von dem ohne Lésung von Hauptvalenzbindungen eintreten- 
den, ,,rein desaggregierenden* Pepsinabbau erinnert); da es doch 
nicht méglich ist, in diesem kurzen Bericht auf die betreffende 
Literatur einzugehen, sei hier nur erwihnt, daB die Frage noch 
offen steht, und daB also ihre neuerliche Bearbeitung Aufklirungen 
iiber die Art der Pepsinwirkung und eventuell die Natur des 
Enzymes selbst erhoffen le’. Einige der experimentellen Er- 
gebnisse dieser stetig im Gang befindlichen Untersuchung sind 
nun inzwischen so weit gesichert, daB sie in Gestalt dieser vor- 
laufigen, der seinerzeitigen Hauptpublikation in den ,,Comptes- 
rendus du Laboratoire Carlsberg“ vorgreifenden Mitteilung publi- 
aiert werden kiénnen. 

Ks ist natiirlich, beim Studium der Pepsinverdauung das 
Hauptaugenmerk den allerersten Stadien des Proteinabbaues zu- 
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zuwenden, da man erwarten kann, daf hier die spezitische Eigen- 
tiimlichkeit der Pepsinwirkung am ehesten zutage treten werde, 
wenn man sich an die Stellung des Pepsins als erstes, am ge- 
nuinen KiweiB selbst angreifenden Glied in der Kette der den 
biologischen EiweiBabbau bewirkenden proteolytischen Enzyme 
erinnert: Ks wurde also zum Zwecke der vorliegenden Unter- 
gsuchung mit sehr yerdiinnten Pepsinlésungen gearbeitet und der 
VerdauungsprozeB damit auf einen solchen Zeitraum ausgedehnt, 
daB eine messende Verfolgung der ersten, bei Verwendung der 
iiblichen Pepsinkonzentrationen allzuschnell sich abwickelnden 
Phasen desselben méglich wurde. Als Substrat diente Casein, 
und als den Verlauf des Abbaus charakterisierende physikalische 
Kigenschaft wurde nach einigen vergleichenden Vorversuchen die 
Viscositit herangezogen, teils weil sie sich besonders leicht und 
priizis messen liBt und fiir kleine Schwankungen der iuBeren 
Versuchsbedingungen nicht allzu empfindlich ist, und teils in der 
Hoffnung, dab sie am ehesten theoretisch verwertbare Auskunft 
iiber den kolloidalen Zustand der Liésung geben wiirde. 


ts sei also zunichst kurz die Anderung der Viscositiit 
wihrend der ersten Stadien der peptischen Caseinverdauung be- 
schrieben (Fig. 1, Kurve I; Verdauungszeit als Abszisse, Viscosi- 
meter-Auslaufzeit als Ordinate): Die Auslaufzeit nimmt in der 
allerersten Verdauungsphase ab und erreicht schnell ein flaches 
Minimum’), um dann rascher und rascher anzusteigen und unter 
Vervielfachung der urspriivglichen Auslaufzeit ein scharfes Maxi- 
mum zu erreichen, das durch die Koagulation der ganzen (3°/, igen) 
Jaseinlésung gegeben wird. Bei weiterschreitender Verdauung 
erweist sich diese Koagulation als das erste Stadium jener Aus- 
flockung, die zur Abscheidung des lange bekannten Salkowski- 
schen Phosphorpeptons (Paranucleins) fiihrt. Mit zunehmender 
Verdichtung der Flocken nimmt die Viscositét erst rasch, spiter 
Jangsamer ab. 

Wihrend die Viscosititsverhiltnisse der Caseinlésung in der 
Gegend des durch die Koagulation bedingten Maximums und 
der darauffolgenden Ausflockung uniibersichtlich und die Messungen 
schlecht reproduzierbar werden (die erhaltenen Werte sind nicht 


1) Dieses erste Stiick der die Viscositiitsinderung darstellenden Kurve 
ist bisher, wohl infolge zu groBer Pepsin- oder zu kleiner Caseinkonzen- 
trationen, iibersehen worden. Vgl. z. B. Waldschmidt-Leitz u. Simons. 
Diese Z. 156, 114 (1926). 
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nur von der Geschwindigkeit, mit der die Phasen durchlaufen 
werden und von der Dauer der einzelnen Messungen abhiingig, 
sondern vor allem auch von deren Hiufigkeit und dem dadurch 
bestimmten Grad der mechanischen Zerteilung des Koagulates’. 
ist der erste Teil der Kurve, der also gerade die uns hier in- 
teressierende erste Verdauungsphase wiedergibt, die Gegend des 
Minimums und des darauf folgenden Viscositiitsanstieges, durch- 
aus verlaBlich und JiBt in bezug auf Reproduzierbarkeit nichts 
zu winschen iibrig, wenn die selbstverstiindlichen Voraussetzungen 
der Konstanz von Konzentration, ‘'emperatur und p,, gewahrt 
werden. Diese einer rationellen Messung zugiingliche Viscositiits- 
verinderung (es handelt sich hierbei um Anderungen der Ausflub- 
zeit um mehr als 100°/,, allein im brauchbaren Kurvenbereich) 
laBt sich nun zu der gleichzeitig fortschreitenden, durch Titration 
bestimmbaren Spaltung von Peptidbindungen in ein genau de- 
finiertes, gut reproduzierbares Verhiiltnis setzen. Die durch die 
graphische Darstellung der Anderung dieses Verhiiltnisses bei 
fortschreitendem Abbau gewonnene Kurve (Spaltungsgrad als 
Abszisse, Viscosititsinderung als Ordinate) kann, wie wir unten 
sehen werden, zu der gewiiuschten Charakterisierung des ersten 
Stadiums der Verdauung und in weiterer Ubertragung des diese 
bewirkenden Enzymes dienen. 

In bezug auf die Methodik sei auf die spiiter erscheinende 
austfiihrliche Arbeit verwiesen und hier nur kurz erwiihnt, dal 
zur Verdauung eine 3°/,ige Caseinlésung vom p,, etwa 2,3 benutzt 
wurde. Die Verdauungstemperatur war 30° Die Wahl der 
Wasserstoffionenkonzentration geschah mit Riicksicht darauf, dab 
bei kleinerem p,,, welches also dem Optimum der Pepsinverdauung 
besser entsprechen wiirde, die enzymfreie Caseinlésung infolge der- 
Saiurehydrolyse nicht mehr stabil ist. Die Viscositiitsmessungen 
wurden im Ostwaldschen Viscosimeter vorgenommen. Zur Ver- 
folgung der peptischen Spaltung wurde die Titration in Aceton 
nach Linderstroam-Lang!) benutzt, auf deren ganz ungemein 
gute Verwendbarkeit unter den im vorliegenden Fall gegebenen, 
nicht ganz angenehmen Bedingungen (triibes Medium, sehr kleine 
Spaltungswerte in der GréBe von 0—0,6 ccm n/10-HCl fiir Proben 
von 10 ccm) hiermit ausdriicklich hingewiesen sei, da die Repro- 
duzierbarkeit der gefundenen Verhaltniswerte ausschlieBlich durch 


') Diese Z. 173, 32 (1928); Compt. rend. du Laborat. Carlsberg 17, 
4 (1927). 
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die Genauigkeit der Titrationsmethode bedingt ist. Die Pepsin- 
konzentration des Verdauungsgemisches soll so gewihlt werden, 
daB die Werte der AusfluBzeit das brauchbare Kurvenstiick in 
etwa 2—8 Stunden durchlaufen, was einem Konzentrationsbereich 
von z. B. etwa 0,015—0,05°/, Merck-Pepsin entspricht (dies nur 
zur Orienticrung angefiihrt); namentlich héhere Konzentrationen 
sind wegen der damit verbundenen, zu groBen Verdauungs- 
geschwindigkeit untunlich (siehe oben). — Halt man die be- 
schriebenen Bedingungen ein, so brauchen die Abweichungen 
von dem durch Standardbestimmungen gefundenen, fiir den ganzen 
angegebenen Konzentrationsbereich geltenden Mittelwerte (,,Normal- 
kurve*) in der Richtung der Abszissenachse nicht gréBer als 
0,03 com n/10-HCl zu sein. Die durch Fehler in den Viscositits- 
messungen bewirkten Abweichungen in der Richtung der Ordinate 
sind stets sehr gering und fiir die Zwecke der vorliegenden Unter- 
suchung bedeutungslos. — Die relative GréBe der Versuchsfehler 
ist aus der Lage der den ausgezogenen ,,Normalkurven“ zugrunde 
liegenden Messungspunkte auf den beiliegenden Figuren leicht 
zu ersehen. 

Die durch die beschriebenen Messungen erhaltenen Kurven 
geben also an, welche Viscosititsinderungen bestimmten Spaltungs- 
graden der der Verdauung unterworfenen Caseinlésungen ent- 
sprechen. Auf die an sich sehr interessanten Ursachen des oben 
geschilderten, fiir die Caseinverdauung typischen Verlaufs der 
Viscositiitskurve soll nicht hier, sondern erst dann niaher ein- 
gegangen werden, wenn die dariiber schon angestellten Versuche 
in weiterer Fortftihrung besser fundierte Aussagen rechtfertigen; 
fiir die Zwecke dieser Publikation geniigt es, darauf hinzuweisen, 
daB die Viscositiitsinderung keineswegs eine einfache Funktion 
der Spaltung ist, auch nicht bei Ausschlu8 iuBerer Fehlerquellen, 
sondern dai sie von der spezifischen Art der Pepsinverdauung — 
genauer gesagt: von der Verschiedenheit der dabei gelésten Peptid- 
bindungen abhiingt. Es zeigt sich niimlich, daB die das Ver- 
hiiltnis zwischen Viscositit und Spaltung darstellende Kurve 
nicht fiir alle untersuchten Pepsinpriiparate dieselbe, wohl aber 
fiir ein und dasselbe Priiparat durchaus konstant ist. Der Ver- 
fasser ist also der Meinung, daB diese Kurve zur Charakteristik 
einer Pepsinverdauung und des dieser zugrunde liegenden Enzyms 
ganz ebenso dienen kann, wie z. B. die Lage des p,,-Optimums 
gegeniiber definierten Substraten zur Charakterisierung der ver- 
schiedenen proteolytischen Enzyme benutzt wird. 
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In Fig. 1 ist das urspriinglich an Merck-Pepsin aufgenom- 
mene System der zwei bei den Standardbestimmungen!) sich er- 
gebenden Kurven dargestellt, wie man sie durch Reduktion der 
aus den Viscositiits- und Spaltungsmessungen der einzelnen Ver- 
dauungsversuche direkt gewonnenen Werte auf denselben Zeit- 
maBstab erhilt. Die den einzelnen Verdauungsgemischen ent- 
sprechenden, verschieden bezeichneten Punktsysteme umfassen 
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Fig. 1. Standard-Kurven fiir Viscositét (1) und titrierbare Spaltung (11); Merck-Pepsin. 


den oben angefiihrten Konzentrationsbereich von U,015—0,05 °/). 
Der MaBstab der Abszissenachse wird durch willkiirliche Fest- 
legung eines auf einer der Kurven gelegenen Punktes (zweck- 
miBig eines Punktes der Viscositiitskurve wegen der exakteren 
MeBbarkeit dieser GréBe) ermittelt, worauf, wie die Fig. 1 zeigt, 
beide Kurvenziige zur Deckung kommen. Die Einheiten der 
Abszisse der Figur sind somit wechselnde Zeiten in Minuten, 


1) Um MiBverstiindnissen vorzubeugen, sei ausdriicklich darauf hin- 
gewiesen, daB die Bezeichnungen ,,Standardbestimmungen“ und ,,Normal- 
kurve nachtriglich auf Grund des hiiufigen Vorkommens dieser Kurven 
lage und im Hinblick darauf gewihlt wurden, daB sie auch von dem best- 
definierten der bisher bekannten Priiparate, dem krystallisierten Pepsin, 
erfullt wird. Primir liegt natiirlich kein Grund vor, diese Kurvenlage vor 
anderen auszuzeichnen. 
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die der Ordinate Spaltungswerte (fiir Kurve II), bzw. Auslaui- 
zeiten in Sekunden (fiir Kurve I) — Um die beiden Kurven in 
eine zusammenuzuziehen, und sich gleichzeitig von der unbequemen, 
ihren MaBstab mit der Konzentration indernden, und iiberdies 
fiir unseren Zweck unwichtigen Zeitkoordinate freizumachen, wurde 
die in den Fig. 2 und 8 benutzte Notation gewihlt. Als Abszisse 
fungiert die Spaltung, als Ordinate nicht mehr die absoluten 
Auslaufszeiten, sondern die Differenz derselben vom Ausgangs- 
wert, also die Viscosititsinderung. Man sieht die so aus Fig. 1 
gewonnenen Werte in Fig. 2 als die mit ,,Merck-Pepsin“ be- 
zcichneten Punkte abgesetzt und die durch sie gelegte Kurve 
als ..Normalkurve!) ausgezogen (Fig. 2, Kurve I). Auf die Be- 
deutung der iibrigen auf derselben Kurve liegenden Punkte wird 
sofort eingegangen werden. 


——_—_—_—_—_—_—-, - 
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Vig. 2. Viscositaéts-Spaltungs-Verhialtnis verschiedener Pepsine. 


Untersucht man nimlich verschiedene Pepsinpraparate und 
nimmt die von ihnen gelieferten Kurven auf, so zeigt sich, daB 
die urspriingliche Normalkurve des Merck-Pepsins von den meisten 
von ihnen erfillt wird. Untersucht wurden mit diesem Ergebnis 
bisher: Das Pepsin der Firma Parke, Davis & Co., 1:10000 (roh 
und dialysiert), das von Northrop?) kiirzlich aufgefundene und 
nach seiner Methode dargestellte krystallisierte Pepsin (und zwar 


) Vgl. Note 1 auf S. 5. 
*) J. of Gen. Physiol. 13, 739, 767 (1930). 
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alle im Verlaufe des Darstellungsprozesses antallenden krystal- 
linen Fraktionen desselben), sowie das Pepsin des Hundemagen- 
saftes, sezerniert von Hunden mit Pawlowscher Magenfistel nach 
Injektion von Histamin oder nach Scheinfitterung. Einige Bei- 
spiele von derart erhaltenen Kurvenpunkten sind in Fig. 2, 
Kurve I, eingezeichnet. Demgegeniiber zeigt das Pepsin des 
Menschenmagensaftes (gewonnen in fastendem Zustand mit Hilfe 
der Magensonde) eine charakteristische Verschiedenheit von den 
anderen aufgefihrten Pepsinen, indem ebensogroBe Viscositiits- 
veranderungen wesentlich gréBere Spaltungen entsprechen (Fig. 2, 
Kurve II). 

Versucht man, Pepsin durch Adsorption an die in der Enzym- 
chemie tiblichen Adsorptionsmittel und nach den iiblichen Methoden 
zu traktionieren, so findet man, daB8 Aluminiumhydroxyd bei 
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Fig. 3. Fraktionierung von Pepsin. 


niedrigem p,, in dem gewiinschten Sinne wirkt: Die bei dem 
AdsorptionsprozeB erhalitene Restlésung zeigt ein Verhalten uhn- 
lich dem des Menschenpepsins, nur viel ausgeprigter, indem die 
Spaltungswerte, die zur Erzielung der gewohnten Viscositits- 
inderung erforderlich sind, wesentlich gréBer sind — in dem auf 
der Figur dargestellten Fall (Fig. 3, Kurve II) etwa 35°/, — als 
bei dem der Fraktionierung unterworfenen, die Normalkurve 
zeigenden Ausgangspriiparat (Fig. 3, Kurve I), Das eluierte Ad- 


sorbat hingegen zeigt das entgegengesetzte Verhalten (Fig. 3, 
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Kurve III). Durch Vermischen der beiden bei der Fraktionierung 
erhaltenen Lésungen in geeigneten Konzentrationen ist man im- 
stande, das urspriingliche Pepsinpriparat und damit die Normal- 
kurve mit sehr groBer Anniiherung zuriickzuerhalten (Fig. 3, 
Kurve IV). 

Die Fraktionierung scheint nach den vorliiufigen Ergebnissen 
spezifisch an das Aluminiumhydroxyd und ein p,, von 1—2 ge- 
bunden zu sein, und ferner nur bei sehr geringen Pepsinkonzen- 
trationen einzutreten. Die Untersuchung dieser Verhiltnisse ist 
jedoch noch keineswegs abgeschlossen. Es kann darum auch 
noch nichts dariiber ausgesagt werdea, wie weit die Fraktionierung 
getrieben werden kann. Selbstverstiindlich sollen auch die Unter- 
schiede der Fraktionen in bezug auf andere Eigenschaften als 
die hier zur Charakterisierung herangezogenen untersucht werden. 

Diese Fraktionierungsversuche wurden zuerst mit Merck- 
Pepsin ausgefiihrt. Doch hat die weitere Untersuchung der Er- 
scheinung vorliutig schon ergeben, daB alle bisher zur Veriiigung 
stehenden, oben angefiihrten Pepsinpriiparate gleichermaBen der 
FKraktionierung zugiinglich sind, einschlieBlich des krystallisierten 
Pepsins von Northrop und des schon von vornhinein abweichenden 
Menschenpepsins. Besonders interessant ist natiirlich, daB auch 
das krystallisierte Pepsin die Erscheinung zeigt, da dessen Ein- 
heitlichkeit im iiblichen Sinne des Wortes von Northrop», 
nachdem ihm die Darstellung gelungen war, eingehend untersucht 
und sehr wahrscheinlich gemacht wurde. Ob die am krystalli- 
sierten Pepsin gefundene Fraktionierbarkeit einen Spezialfall der 
allgemeinen Fraktionierbarkeit vieler EiweiBkérper darstellt und 
aus den typischen Kigenschaften der Proteinstoffe erklart werden 
kann?) — denn ein Protein ist das Northropsche Pepsin zweifel- 
los —, oder ob es sich hier um eine wie immer andersgeartete 
Erscheinung handelt, ist der Verfasser bemiiht, in der weiteren 
Verfolgung der Frage aufzukliiren. Hier soll vorliiufig bloB die 
Tatsache mitgeteilt werden. 

Es ergibt sich also aus dem kurzen, hier gegebenen Bericht, 
daB die Pepsinwirkung keine einheitliche ist, sondern mindestens 
in bezug auf das eine hier studierte Charakteristikum Verschieden- 


) A. «a. O, 
*) Vgl. vor allem die zusammenfassende Arbeit von 8. P. L. Serensen: 
Die Konstitution der Jéslichen Proteinstoffe als reversibel dissoziable 


Komponentensysteme“. Koll.-Zeitschr. 53, 102, 170, 306 (1930): Compt. 


rend. Laboratoire Carlsberg 18, 5 (1930). 
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heiten zeigt. die aui Verschiedenheiten im zugrunde liegenden 
Kinzym beruhen miissen.') Man ftindet von der Normalkurve ab- 
weichende Kurven nicht nur bei der Fraktionierung vorgegebener 
Pepsinpriparate, sondern, wie der Fall des Menschenpepsins zeigt, 
auch an natiirlich vorkommenden Pepsinen. 

DaB es sich hierbei lediglich um Beimengungen anderer proteo- 
lytischer Enzyme handelt, die im allgemeinen nicht einbezogen 
werden, wenn man an den Komplex ,,Pepsin“ denkt (z. B. kénnte 
das Kathepsin des Magensaftes’) dafiir in Frage kommen), und 
somit die Fraktionicrung eine bloBe Reinigung des ,,eigentlichen 
Pepsins“ wire, hilt der Verfasser auf Grund des Verhaltens von 
krystallisiertem Pepsin fiir unwahrscheinlich. Abhnliches gilt fiir 
die andere, ebenso naheliegende Méglichkeit der Existenz von 
Hemmungskorpern, die auf die Pepsinverdauung in wechselndem 
ind beeinfluBbaren MaBe wirken kiénunten. Doch glaubt der Ver- 
fasser vorliiufig in bezug auf diese und andere an die mitgeteilten 
Erscheinungen sich kniipfenden Spekulationen die gréBte Zuriick- 
haltung iiben zu sollen. 

Der Verfasser dankt Herrn Prof. S. P. L. Sorensen, aut 
dessen Veranlassung, wie eingangs erwihnt, das ganze Problem 
in Angriff genommen wurde, fiir die gastliche Aufnahme im 
Carlsberg- Laboratorium und fiir seine stindige Anteilnahme an 
den Versuchen. Weiter wiinscht er den Mitgliedern des Carls- 
herg-Laboratoriums, besonders Herrn Dr. Kaj Linderstrom-Lang, 
fiir ihre Hilfsbereitschaft und vielen Ratscilige zu dunken; ebenso 
Herrn Prof. V. Henriques und Herrn Dr. IT’. Christiansen fiir 
die Beschaffung des Hunde- und Menschenmagensaftes. 


1) Zur Illustration der Werte, um die die verschiedenen Kuryen von 
einander abweichen kénnen, diene die Angabe, dab die beiden von den 
bisher untersuchten am weitesten auseinanderliegenden Pepsinpriparate 
(eine gelegentlich der Fraktionierung von Menschenpepsin erhaltene Rest- 
lésung und ein Eluat von einer Fraktionierung von Merck- Pepsin) fir 
dieselbe Viscosititsiinderung einen um 85°/, differierenden Spaltungsgrad 
zeigen. 

*) Willstitter u. Bamann, Diese Z. 180, 127 (1929). 
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Uber das Vorkommen von Atherunlislichen Lecithinen 
im Gehirn. 
Von 
Wilhelm Merz. 
(Ausgefiihrt init Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


‘Aus dem Vhysiologisch-Chemischen Institut der Universitat Tibingen. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 16, Januar 19°31.) 


Von den Bestandteilen des sogenannten Protagons, welches 
aus Gehirn nach Entfernung aller in Aceton und in Ather lés- 
lichen Stoffe durch Extraktion mit Alkohol oder auch Essigester 
gewonnen werden kann, waren bis jetzt zwei Hauptklassen von 
Koérpern bekannt und naher untersucht, wenn man von den noch 
nicht bestitigten weitergehenden Befunden Thudichums absieht. 
Neben den phosphorfreien Cerebrosiden finden wir im Protagon 
die Gruppe der Sphingomyeline, jener zu den Diamino-monophos- 
phatiden gehérigen Kérperklasse. DaB noch andersartige Lipoide 
in dieser Gehirnfraktion vorhanden sind, ist mit Sicherheit an- 
zunehmen, da bei der Darstellung von Sphingomyelin, welches ein 
Verhiltnis P:N = 1:2 erfordert, stets Produkte mit wesentlich 
geringerem Stickstoffgehalt miterhalten werden. 

Die im folgenden beschriebene Substanz stammt aus der in 
dieser Zeitschrift verdffentlichten Untersuchung iiber Sphingo- 
myelin.') Bei der dort auf S. 77 geschilderten, zweiten Sphin- 
gomyelindarstellung erhielt ich im Laufe der Wegfraktionierung 
der Cerebroside neben Substanzen mit héherem Stickstoffverhaltnis 
eine Fraktion, welche in Ligroin vom Siedepunkt 70—80° gelést 
mit 96°/,igem Alkohol keine Fiillung mehr ergab, praktisch also 
frei von Cerebrosiden war, wenn auch die Reaktion nach Molisch 
noch auBerst schwach positiv ausfiel. 

Die Substanz war fast rein weif mit einem leichten Stich 
ins Gelbe und sehr hygroskopisch. In der Loslichkeit verhielt 
sie sich ihnlich wie Sphingomyelin:; sie war somit auch fuBerst 
schwer léslich in Ather, Petroliither und Aceton. Beim Erhitzen 





! Diese Z. 193, 59 (19380). 
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im Kapillarréhrchen wurde sie bei 65—72° glasklar ohne zu 
schmelzen, von 140° ab schmolz sie allmiihlich unter Zersetzung. 

Die Aufklérung iiber ihre Natur sollte die Spaltung erbringen. 
Diese muBte in Anbetracht der geringen Menge des zur Verfiigung 
stehenden Materials (9 g) in einer Portion durchgefiihrt werden. 
Sie erfolgte zuerst mit methanolischer Bariumhydroxydlésung und 
nach Wasserextraktion des erhaltenen Spaltungsriickstandes mit 
methanolischer Schwefelsiure. Aus der Barytlésung lieB sich Cholin 
in verhiltnismaBig groBer Menge isolieren, welches durch seine 
Platinchloridverbindung charakterisiert wurde. Ein Anhaltspunkt 
fir das Vorhandensein von Colamin, dem basischen Bestandteil des 
Kephalins, ergab sich nicht. Die Glycerinphosphorsiiure wurde 
als Bariumsalz aus dem Verseifungsriickstand herausgelést. Durch 
die Auffindung der gut krystallisierenden, schwer léslichen Doppel- 
verbindung [C,H,O,PBa}, - Ba(NO,),, des Bariumsalzes der - 
Glycerinphosphorsiiure von Karrer und Salomon!), sind wir im 
Stande, das Mengenverhiltnis der beiden Isomeren auf einfache 
Weise zu ermitteln. Die nach den Angaben dieser Autoren durch- 
gefiihrte Bestimmung ergal einen Gehalt von 58°/, der vorhandenen 
Glycerinphosphorsiure an f-Siure. Der Befund von Karrer 
und Salomon, der allerdings bei noch nicht einwandfrei von 
Kephalin befreiten Lecithingemischen erhoben worden ist, daB das 
Lecithin in bedeutenden Mengen f-Glycerivphosphorsiure enthilt, 
bestitigt sich also auch bei meinem Priiparat, bei welchem eine 
Verunreinigung mit Cephalin wohl ausgeschlossen sein diirfte. Ob 
in dem Verhiltnis des Gehalts der einzelnen natiirlichen Phosphatide 
an a@- oder #-Siure irgendwelche Gesetzmibigkeiten bestehen, 
miissen weitere Untersuchungen von absolut colaminfreien Lecithinen 
und ebenso cholinfreien Kephalinen erweisen. 

Bekanntlich sind alle bisher aus Naturprodukten isolierten 
Lecithine keine einheitlichen Koérper, sondern Gemenge, die sich 
als solche durch die Uncinheitlichkeit der Glycerinphosphorsiiure 
und vor allem durch die Vielheit der enthaltenden Fettsiuren er- 
weisen. HKbensowenig macht das von mir beschriebene Priiparat 
einen Anspruch auf chemische [ndividualitit. Entsprechend den 
Gepflogenheiten in der Literatur ist auch hier unter der Be- 
zeichnung ,,Lecithin” ein Lecithingemenge zu verstehen. 

An Fettsiiuren wurde in der Hauptsache Palmitinsiiure ge- 
funden, daneben in wesentlich geringerer Menge Stearinsiiure. Die 


') Helvet. chim. Acta 9, 3 (1926). 
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vorhandene ungesittigte Fettsiiure wurde als iitherlésliches Blei- 
salz aus dem Gemisch herausfraktioniert und durch Hydrierung 
in Stearinsiiure tiberfiihrt. Ks handelte sich um Olsiiure, welche 
nach der Jodzahl des Fettsiiurerohgemisches etwa 21°/, der Ge- 
samtfettsiuren ausmachte. In der hydrierten Siurefraktion konnte 
noch eine minimale Menge Lignocerinsiiure, die durch Hydrierung 
von Nervonsiure gebildet worden sein muBte, isoliert werden. 
Nervonsiiure ist von mir?) als Bestandteil der Sphingomyeline nach- 
gewlesen worden. Kine geringe Beimengung von Sphingomyelin 
ist in dem vorliegenden Lecithinpriiparat also anzunehmen, was 
auch aus dem etwas zu hohen Verhiltnis P:N = 1:1,11 hervor- 
geht. In Ubereinstimmung damit enthielt die durch Ausithern 
von den Fettsiiuren befreite Verseifungsfliissigkeit kleine Mengen 
von Sphingosinsulfat. 

Dab mein Priiparat jedoch, abgesehen von der Verunreinigung 
tilt Sphingomyelin, Lecithin von hohem Reinheitsgrade war, zeigen 
auch die Loshchkeitsverhiltnisse. Ks gleicht darin ganz den 
von Griin und Limpiicher?) dargesteliten synthetischen Distearyl- 
lecithinen und dem frither von Ritter’) aus Kigelb durch nach- 
folgende Hydrierung gewonnenen Distearyl-lecithin, welche in 
Ather praktisch unléslich sind. Kein anderes bis jetzt aus Natur- 
produkten hergestelltes Lecithin besitzt diese Unldslichkeit in 
Ather, Selbst nach mehrstiindiger Extraktion auch mit Petrol- 
‘ither im Soxhlet gingen keine nennenswerten Mengen davon in 
Lisung. Dies ist um so bemerkenswerter, weil es doch Olsiiure 
in betriichtlichen Mengen enthilt. Damit steht fest, da& auch ein 
ungesiittigtes Lecithin in Ather schwer léslich sein kann. 

Levene und Rolf haben in zwei Fallen Lecithin mit den 
cleichen drei Fettsiuren, die mein Priiparat auch enthielt, aus 
Kigelb und aus Gehirn dargestellt.*) Sie erhielten bei der Spaltung 
des Kilecithins die gleichen Mengen von gesiittigter und ungesiittigter 
Kettsiure. Ein Lecithin mit nur gesiittigten Fettsiuren ist noch 
nie isoliert worden, so daB man bisher der Ansicht war, daB in 
jedem Molekiil mindestens eine Fettsiiure ungesittigt sei. Da 
das vorliegende Priiparat jedoch nur etwa 40°/, an Oleyl-palmityl- 
lecithin enthalten kann, der Rest also aus Palmityl-stearyl- und 
héchstwahrscheinlich auch aus Dipalmityl-lecithin bestehen muB, 
so kann mit Sicherheit gesagt werden, daf die Natur auch Lecithine 


) Aas @. 2) Ber. chem. Ges. 59, 1350 (1926); 60, 147 (1927). 
' Ber. chem. Ges. 47, 530 (1914). 
') J. of. biol. Chem. 46, 193 u. 353 (1921). 
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mit nur gesiittigten und wahrscheinlich auch mit zwei unter sich 
gleichen Fettsiiuren aufbaut. 

Die folgende Tabelle zeigt die gefundenen Analysenwerte 
und die erreichten Ausbeuten an den Spaltprodukten im Vergleich 
mit den entsprechenden Daten, welche fiir die in Betracht 
kommenden einheitlichen Lecithine berechnet worden sind: 














Fiir Fiir Palmity]- 
Dipalmityl- | oleyl-lecithin | Fiir Lecithin aus 
lecithin ber. ber. Protagon gef. 
C,oHggNPO, | C,,H,,NPO, 
Mol.-Gew. 751,17 117,1 
1.6 63,86 64,81 64,14; 64,36 
oH . 10,99 10,89 11,20; 10,71 
oN . 1,86 1,80 2,12 
OS mek gh ae eH 4 4,18 3,99 4,21 
re () 32,64 18,6 
°/, Cholin 16,1 15,6 14,9 
°/, Glycerinphosphorsiiure 22,9 22,1 15,5 
°/, Fettsiure 68,2 69,3 58,9 


Molekularverhiltnis der einzelnen Komponenten, wobei fiir 
die Fettsiiuren das mittlere Molekulargewicht zwischen Palmitin- 
und Olsiiure (269,3) zugrunde gelegt wurde: 

Cholin : Glycerinphosphorsiiure : Fettsiiuren = 1: 0,74: 1,78, 

Die im Vergleich zu der anniihernd quantitativen Ausbeute an Cholin 
wesentlich geringeren Mengen der beiden anderen Bestandteile erkliren 
sich durch die leichtere ErfaBbarkeit des Cholins und die unvermeidlichen 
Verluste bei dem weiter unten beschriebenen Verfahren zur Isolierung yon 
Glycerinphosphorsiure und der Fettsiiuven. 


Versuehsteil. 


Die Analyse der Substanz ergab: 
4,881, 3,676 mg Substanz gaben 11,480, 8,675 me CO,, 4,670, 3,680 mg H,0. 
16,16 mg Substanz verbr. nach Kjeldahl 2,44 eem n/100-Siure. 
16,16 mg ) gaben 60,8 mg Strychninphosphormolybdat. 
79,1 mg - verbr. 1,16 cem n/10-Bromlésung. 
Entspr.: 64,14, 64,36°9/, C 11,20, 10,71°/), H  4,21°/, P= 2,12°,, N 
P:N=1:1,11 Jodzahi 18,6. 


Die Spaltung von 9,0 g der Substanz erfolgte mit 500 ccm 
20°/, Bariumhydroxyd enthaltendem Methanol durch 4 stiindiges 
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Kochen. Nach dem Erkalten wurde Niederschlag und Filtrat 
durch Zentrifugieren getrennt. 


A. Untersuchung des Filtrats. 


Die Hauptmenge des Bariums wurde durch Einleiten von 
Kohlensiiure ausgefallt, das Filtrat unter vermindertem Druck 
eingeengt und nach dem Ansauern mit Salzsiiure auf dem Wasser- 
bad zur Trockene verdampft. Hierauf wurde in absolutem Alkohol 
aufgenommen, filtriert und zur Stickstoffbestimmung auf ein be- 
kanntes Volumen aufgefiillt. Das Ausgangsmaterial enthielt in 
9g 0,192 g Stickstoff, wovon hier 0,155 g wiedergefunden wurden. 
Auf Cholin umgerechnet ergibt dies 1,34 g Cholin oder 14,89°/, 
des Ausgangsmaterials. Die Lisung wurde nun mit alkoholischer 
Sublimatlésung versetzt und der Niederschlag durch Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. Diese Fallung wurde wiederholt. Die Identi- 
tizierung der Base erfolgte endlich durch Uberfithrung in die 
charakteristische Platinchloridverbindung, von welcher 2,62 g er- 
halten wurden. Zur Analyse wurde sie aus Wasser umkrystallisiert. 


12,055, 12,356 mg Substanz gaben 3,792, 3,903 mg Pt. 
Entspr.: 31,46, 31,59°/, Pt. 
Fiir Cholinplatinchlorid (C,H,,NOCI), - PtCl, ber.: 31,65°), Pt. 


B. Untersuchung des Rickstandes. 


Nachdem Vorversuche ergeben hatten, daB dem festen Riick- 
stand durch Wasser eine mit Alkobol fallbare, Phosphor ent- 
haltende Substanz entzogen werden konnte, die wahrscheinlich 
glycerinphosphorsaures Barium war, wurde die Gesamtmenge mit 
Wasser griindlich ausgewaschen. 

a) Wibrige Lésung. Nach dem Ausfillen des iiber- 
schiissigen Bariumhydroxyds durch Kohlensiure wurde eingeengt, 
mit wenig Wasser verdiinnt, vom Unléslichen abfiltriert und nach 
weiterem Kinengen mit Alkohol gefiillt. Die erhaltene Menge 
von 2,65 ¢ Rohbariumsalz wurde nochmals aus waBriger Lésung 
mit Alkohol umgefillt. Von der getrockneten Substanz verwendete 
ich 1 g zur Bestimmung der in dem Gemisch vorhandenen Menge 
an §-glyceriuphosphorsaurem Barium nach dem Verfahren von 
Karrer und Salomon. Die Menge der schén auskrystallisierten 
Bariumnitratverbindung betrug 0,63 g. Hierzu sind nach Karrer 
0,2 g (in der Mutterlauge befindlich) zu addieren, was einem Ge- 
halt von 58°/, an §-Siiure entspricht. 
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12,998, 9,450 mg Substanz gaben 82,2, 60,4 mg Strychninphosphor- 
molybdat. 

0,2255 g Substanz gaben 0,1792 g BaSQ,. 

Fiir [C,H,O,PBa., - Ba(NO,), Ber. 7,07), P 17,08°/, Ba 

Gef. 7,08°/, P 46,76°/, Ba 
7,16*/,_P a 

Der Rest der Substanz wurde durch fiinimaliges Umfillen 
mit Alkohol weiter gereinigt. Es blieb ein schneeweibes Pulver, 
welches die Acroleinprobe gab, 

10,20, 10,20 mg exsiccatortrockenes Salz gaben 86,0, 86,1 mg Strychnin- 
phosphormolybdat. 

Fiir C,H,O,PBa-H.O Ber, 9,53 P 
Gef. 44, 9,45°), P. 

b) In Wasser unléslicher Teil. Kr wurde durch 7 stiin- 
diges Kochen mit 450 ccm 10°/, Schwefelsiiure enthaltendem 
Methanol verseift und die Siiureester durch Ausschiitteln mit 
Petrolather in itiblicher Weise gewonnen. Ich erhielt nach Ver- 
selfung der Ester 5,3 g Fettsiuren mit dem Aquiv.-Gew. 270,6 
und der Jodzahl 19,3. 

26,7 mg Substanz verbr. 1,165 cem n/10-alkohol. Kalilauge (‘I’. 0,847). 

63,7 mg - » 9,97 cem n/10-Bromlésung. 

4,5 g Sauregemisch wurde in Ather gelést und durch Fiillung 
mit Bleiacetat (10°/, in Methanol) in Fraktionen geteilt: 




















cem Fallungs- Menge | Schmelzp. ——" Aquiv.- 

mittel g 0 Gew. 

1. Fr. 5 0,72 55 sehr 268,6 

2. Fr. ) 0,78 57—58 schwach 261,2 

3. Fr. 5 0,75 57—58 ungesiittigt 261,4 

4. Fr. Mutterlauge 1,99 45—46 86,3 280,5 
.Fr. 30,6 mg Substanz verbr. 1,345 ccm n/10-alkohol. Kalilange (T. 0,847) 
2. ,, 50,0 mg m “ 2,26 ccm ,, x - (T. 0,847) 
3. 5, 41,4 mg m » 2,87 com ,, - 7 (T. 0,847) 
4. ,, 58,2 mg es » 245 cem ,, ‘“ e (T’. 0,847) 

4. ,, 29,1 mg - » 0,833 cem n/10-Bromlésung. 


Keine der Fraktionen gab mit alkoholischer Magnesiumacetat- 
lésung ein in der Wiarme ausfallendes Magnesiumsalz. 

Die Fraktion 4 wurde in Methanol gelést, mit n-Natronlauge 
ungefihr neutralisiert und mit der berechneten Menge wiibriger 
Bleiacetatlésung versetzt. Die abgeschiedenen Bleisalze wurden 
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16 
nach dem ‘l'rocknen mehrere Male mit Ather extrahiert. Nach 
der Zersetzung der Bleisalze ergab sich: 





Fr.42 aus iitherischer Lésung: | 
0,32 g Ol, Jodzahl 66,0, Aquiv.-Gew. 283,1. 
Fr. 4b aus in Ather unléslichem Bleisalz: 
1,08 g, Schmelzp. 49—50°, Jodzahl 23,3, Aquiv.-Gew. 269,9. 
40,6 mg Substanz verbr. 2,11 ccm n/10-Bromlésung ; 
1,08 cemn/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,847) 


1,08 ecm n/10-Bromlésung 
2,025 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,847) / 


Fr. 4: 
25,9 ng 99 
Fr.4b 58,8 mg om ie 


46.3 mg 


Fr. 4b wurde mit methanolischer Bleiacetatlisung fraktioniert: 





Aquiv.- 
Gew. 


cem Fiillungs-| Menge Schinelzp. 


mittel g 0 


Jodzahl 





sehr schwach 


Fr. 4b, 
Fr. 4b, 
Fr. 4b, 


Fr. 4b, 
4b, 


’”? 


4b, 


4b, é 


bo 


we 





-~ 


Mutterlauge 


25,9 mg Subst. verbr. 1,16 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,847) 


42,9me _,, 
23,0 mg sé, 
21,4 mg _,, 





0,43 
0,37 
0,26 


9) 
s9 


9 


d0—d6 


51—52 





lig 


1,88 ccm _,, 
0,96 cem __,, 
1,05 ccm 


unvesittigt 
ungesattigt 


62,3 





” 


’ 


Bromlosung. 





263,6 
269,4 
282,9 


(T. 0,847) 
(T. 0,847) 


4b, 2 wurde nochmals mit Bleiacetatlésung fraktioniert. Die 
Siiure aus dem ausgefallenen Bleisalz (0,08 g) wurde mit 4b, | 
vereinigt, die Siiure aus der Mutterlauge (0,1 g) mit 4b, 3. 

Zur Aufkliirung der Natur der ungesiittigten Siiure wurden 
die hoch ungesiittigten Fraktionen 4a und 4b, 8 (zus. 0,56 g) ver- 
einigt und mit Palladiumchloriir als Katalysator hydriert. Nach 
der Hydrierung wurde die alkoholische Liésung mit alkoholischer 
Kalilauge eine Stunde gekocht und das Gemisch in Kis gestellt. 
Es ergaben sich 2 Fraktionen: 





Menge Sehmelzp. 
a) Siiure aus abgeschiedenem K-Salz 0,35 g 62—63° gesittigt 
lh) Siure aus der Lésung 0,08 g 58—54° schwach = un- 


gesiittigt, nicht weiter untersucht. 


a) wurde in 20 ccm Methanol gelést und mit 1 ccm 10°/, 
methanolischer Lithiumacetatlésung siedend heiB versetzt. Kine 
Fiillung trat nicht ein. Ein Niederschlag, der sich nach mehr- 


stiiudigem Stehen gebildet hatte, liste sich beim Wiedererwirmen 














Sonne Sore" 
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der Lésung vollstiindig auf. Nun wurde nochmals 10 ccm Methanol 
zugegeben und erkalten gelassen. Ich erhielt: 
a) Aus abgeschiedenem Lithiumsalz 0,11 ¢ vom Schmelzp. 60—61° 
b) Aus der Mutterlauge. . . . . O,16g ,, 63—64 

a) wurde nochmals in 7 ccm Methanol gelist und mit 0,5 ccm 
Lithiumacetatlésung siedend heiB versetzt. Erst beim Erkalten 
trat ein Niederschlag auf: 

c) Aus abgeschiedenem Lithiumsalz 0,03 g vom Schmelzp. 64 
bis 65°. Aus Aceton umkrystallisiert: Schmelzp. 73—-80°, Misch- 
schmelzpunkt mit Lignocerinsiure vom Schmelzp. 82°: 81—82°. 
Schmelzpunkt der Siure aus der Acetonmutterlauge: 59—60°. 

d) Siure aus der Mutterlauge 0,07 g vom Schmelzp. 61—62°. 
Aus Aceton umkrystallisiert: Schmelzp. 62—63°. 

Diese Fraktion wurde mit b vereinigt und noch zweimal aus 
Aceton umkrystallisiert, wobei der Schmelzpunkt auf 65—66° stieg. 
Der Mischschmelzpunkt mit reiner Stearinsiiure vom Schmelz- 
punkt 69—70° lag bei 67—68°. 

27,2 mg Substanz verbr. 1,13 ccm n/10-alkohol. Kalilauge (I. 0,847) 

Aquiv.-Gew. 284,2. Fiir Stearinsiiure ber. 284,3. 

Die Hauptmenge der ungesiittigten Siiure war also Olsiure, 
der in geringer Menge Nervonsiure beigemengt war. 

Zur Identifizierung der gesittigten Siuren wurden die Frak- 
tionen 1, 2 und 8 von der ersten Fillung mit Bleiacetat mit Fr. 4b,1 
vereinigt (zus. 1,97 g) und durch einstiindiges Kochen mit 5°/, 
Schwefelsiiure enthaltendem, wasserfreiem Methanol in die Methyl- 
ester iiberfiihrt. Die Ester wurden im Hochvakuum bei einem 
Druck von unter 0,1 mm fraktioniert. 














- | Menge und Schmelzpunkt 
Siedepunkt der freien Siuren 
1. Fr. bis 145° 0,32 g 60—61° 
2. Fr. 145—150° 0,27 g 60—61° 
3. Fr. 150—160° 0,67 g 56—57° 
4, Fr. 155—165° 0,66 ¢ 55—56° 


Die Fraktionen i und 2 wurden vereinigt und aus Aceton 
fraktioniert umkrystallisiert: 
1, Kryst.: 0,04 g, Schmelzp. 62—63°, mit Palmitinsiiure ge- 
mischt tritt keine Schmelzpunktsdepression ein. 
2. Kryst.: 0,19 g, Schmelzp. 61,5 —62,5°. 
30,3 mg Substanz verbr. 1,40 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,847). 
Aquiv.-Gew. 255,5. Fiir Palmitinsiiure ber. 256,3. 
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1s W. Merz, Vorkommen von itherunléslichen Lecithinen im Gehirn. 


8. Kryst.: 0,20 g, Schmelzp. 61—62°. 

36,2, 37,5 mg Substanz verbr. 1,68, 1,74 cem n/10-alkohol. Kalilauge 
(E84). Aquiv.-Gew. 254,14. 

Riickstand: 0,16 g, Schmelzp. 56,5—57,5°. 

57,8 mg Substanz verbr. 2,58 ecm n/10 alkohol. Kalilauge (T. 0,847) 

Aquiv.-Gew. 264,5. 

Die Fraktionen 3 und 4 wurden ebenfalls vereinigt und, nach- 
dem eine Fraktionierung iiber die Bariumsalze ohne Erfolg ge- 
wesen war, wieder verestert und nochmals im Vakuum destilliert: 














1 Schmelzp. und Aquiv.-Gew. 
Siedepunkt Menge ip : 
der freien Siuren 
1. Fr. 120—140° 0,31 g 60—61° 258,2 
2. Fr. 135—140° 0,26 g 58—59° 258,9 
3. Fr. 140—150° 0,30 g 55—56° 265,9 
Retortenriickstand (z. Anal. — 
17 2g 34,5—65 ° 280,; 
aus Aceton umkryst.) alia io ies _ 
Mischschmelzpunkt mit Stearinsiiure: 67,5—68,5° 
“ » Palmitinsiure: 56—57°. 
1. Fr. 46,8 mg Substanz verbr. 2,14 ecin n/10-alkohol. Kalijauge (T. 0,847; 
2. Fr. 38,6 mg “ » 1,76 cem _,, - 4 (T’ 0,847) 
3. Fr. 53,6 mg " »  2,398cem ,, ™ - (T. 0,847) 


Retortenriickstand 44,4 mg Substanz verbr. 1,87 cem n/10-alkohol. 
Kalilauge (‘T’. 0,847). 

KinigermaBen reine Stearinsiure lie’ sich also nur noch aus 
dem Retortenriickstand isolieren. Wie die Daten der Fraktionen 
1—3 zeigen, bestanden auch sie im wesentlichen aus Palmitin- 
siiure, deren Schmelzpunkte durch die beigemengte Stearinsiiure 
mehr oder weniger gedriickt wurden. 


Zusammenfassung. 

Die Auffindung und Untersuchung eines ‘therunléslichen 
Lecithins aus der sogenannten Protagonfraktion des Gelirns wird 
heschrieben. 

An Fettsiiuren wurden gefunden: Palmitinsiure, sehr wenig 
Stearinsiiure und etwa 21°/, Olsiiure. 

Da weniger als 50°/, ungesittigte Siure gefunden wurde, ist 
die Existenz von natiirlichen Lecithinen mit nur gesittigten Iett- 
siiuren erwiesen. 

58°/, der erhaltenen Glycerin-phosphorsiure war als #-Siure 
vorhanden. 
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Zur Kenntnis des Follikelhormons. 
(Vorliufige Mitteilung.) 


Von 
Bolestaw Skarzyiski. 


Mit 1 Figur im Text. 


Aus dem Medizinischen Chemischen Laboratorium der Universitit Krakau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Januar 1€31.) 


Die divergierenden EKigenschaften des krystallisierten Follikel- 
hormons, welches unabhiangig voneivander in einigen Laboratorien 
hergestellt war, zwingt, iiber die Identitiit der als Hormon be- 
zeichneten Stoffe zu zweifeln. Aus den Veréffentlichungen von 
Doisy, Veler und Thayer’) wie auch Laqueur und seiner Mit- 
arbeiter?) geht hervor, daB der von ihnen aus dem Schwangeren- 
harn erhaltene und als krystallisiertes Hormon betrachtete Kérper 
identisch ist mit dem ausfiihrlich von Butenandt 4) beschriebenen. 
Doch das von Marrian®*) bereitete Follikelhormon weicht in seinen 
physikalischen und chemischen Kigenschaften betriichtlich von den 
als Hormon angesehenen Stoffen der friiher genannten Untersucher 
ab. Das krystallisierte Hormon von Butenandt zeigt einen 
Schmelzpunkt von 250—251° und die ermittelte Zusammensetzung 
C,,H,,0,. Das krystallisierte Hormon von Marrian zeigt cinen 
Schmelzpunkt von 264— 266° und eine Zusammensetzung ©,,H,,0,. 
Im Gegensatz zum Priiparat von Butenandt, welches keine freie 
Phenolgruppe besitzt und im Hochvakuum in der Temperatur yon 
etwa 150° verfliichtigt, soll das Priparat von Marrian ein freies 
Phenolhydroxyl zeigen und sublimiert nicht im Hochvakuum unter 
denselben Umstiinden wie das von Butenandt erhaltene. 

Der hauptsiichliche Unterschied der Arbeitsmethoden nach 
Marrian und Butenandt beruht darauf, daB nach Marrians 


1) J. of biol. Chem, $6, 499; 87, 357 (1930). 
‘) Dtsch. med. Wochenschr. 1930, S. 301. 
’) Diese Z. 191, 140 (1930). 

‘) Biochemie. J. 24, 435; 24, 1021 (1930). 
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Methodik der rohe hormonhaltige Extrakt wihrend einiger Zeit 
mit heiBem Alkali behandelt wird. Vielleicht veranlaBt dieser 
Eingriff eine molekulare Umgestaltung des Hormons ohne an 
seinen physiologischen Kigenschaften zu riihren. Butenandt 
nimmt an, daB das Krystallisat von Marrian mit drei Sauerstoff- 
atomen sich zu seinem eigenen mit zwei Sauerstoffatomen, wie 
ein Hydrat verhalt; die Darstellung eines Triacetates durch 
Marrian scheint diesem zu widersprechen. 

In unserem Laboratorium konnte man nach der Methode 
von Marrian aus dem Schwangerenharn kleine Mengen fast ganz 
weiBer, rhombischer Krystalle darstellen, welche im Tierexperiment 
eine physiologische Wirksamkeit von 9500000 M.E. pro Gramm 
zeigten. Die Wirksamkeit blieb ungeiindert auch nach sechsmaligem 
Umkrystallisieren. Die Krystalle verdunkeln unbetrichtlich bei 
242°, schmelzen mit Zersetzungserscheinungen bei 246—250° 
(unkorr). Der Schmelzpunkt indert sich nicht nach zweimaligem 
Umkrystallisieren aus Athylacetat. Die Messung der Ultraviolett- 
absorption zeigte ein Absorptionsmaximum bei 2800—2810 A 
und die Absorptionskurve und Intensitiit waren fast gleich der 
Absorptionskurve, die Butenandt verzeichnete, wie man es aus 
der untenstehenden Figur ersehen kann. 
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Die geringen fiir uns verfiigbaren Mengen des Stoffes ver- 
hinderten vorliufig die weitere Untersuchung der Eigenschaften 
des in unserem Laboratorium erhaltenen Hormons, aber zeigen, 
wie aus den obengenannten Merkmalen — Schmelzpunkt und 
Ultraviolettabsorption — hervorgeht, daB das bei uns nach Marrians 
Methode dargestellte Produkt eben die von Butenandt beschriebene 
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Substanz zu sein scheint. Danach wire also Marrians Annahme 
zulissig, dab alle bis jetzt erhaltenen Hormonkrystallisate differente, 
physiologisch unwirksame Korper seien, denen das aktive Hormon 
als schwer abzutrennende Verunreinigung beigesellt ist, ‘abhnlich 
wie es sich auch mit Provitamin D. und Cholesterin verhilt. Ent- 
sprechend den Umstiinden der Isolierung kann das Hormon mit 
verschiedenen unwirksamen Verbindungen vergesellschaftet sein. 
Sowohl Butenandt?) wie auch Marrian?’) erhielten wihrend der 
teinigungsverfahren des Follikelhormons aus dem Schwangeren- 
harne geringe Mengen von physiologisch ganz unwirksamen, chemisch 
noch nicht niher erforschten Stoffen, die, ihren EKigenschaften nach, 
sich denen der hochaktiven Produkte zu nihern scheinen. 

Fiir eine schon seit lingerer Zeit bekannte EKigenschaft des 
Hormons namlich seine Lésbarkeit in wiiBrigen Alkalilésungen, 
fand man die Erklirung in der Spaltung des Lactonringes oder 
in einer Keto-, Enol-T'automerie. Besonders im zweiten Falle 
sollte man eine Anderung des Absorptionsspektrums der alkalischen 
Hormonlésung in Aussicht stellen. Unser Priiparat zeigte auch 
in heiBer, waBriger Kalilauge sehr schwierige Lésbarkeit. Durch 
3 °/,ige Athylalkoholkalilauge wurde das Hormon mit Opalescenz 
celést, die Lésung klarte sich aber im Laufe mehrerer Stunden auf. 

Die Untersuchung des Ultraviolettabsorptionsspektrum einer 
frischen Hormonlésung in alkalischer Kalilauge zeigte ein Ver- 
wischen des Bandes bei 2800 A und ein Erscheinen eines neuen 
hohen Bandes bei 3000 A. Nach 16 Stunden verkleinert sich 
dieses Band zusehends, nach 72 Stunden zeigte die Hormonlésung 
in Alkohollauge keine Selektionsabsorption mehr. Das weist aut 
tiefergreifende Umgestaltungen des Hormons hin, denen es in 
alkalischen Lésungen erliegt. Wegen der unzureichenden Zahl 
der Beobachtungen miissen wir uns zuniichst niherer, dieser Er- 
scheinung betreffenden Zahlenangaben enthalten. Die physiologische 
Wirksamkeit des Hormons, das in alkoholischer Lauge sich befand, 
wurde bis jetzt noch nicht untersucht; sollte sich parallel der 
Spektrumsverainderungen eine Verminderung zeigen, so kénnte man 
daraus eine kleinere Widerstandsfihigkeit des Hormons gegen 
Alkali ersehen, als im allgemeinen jetzt angenommen wird. 

Weitere Untersuchungen iiber die Kigenschaften der Hormon- 
krystallisate mit spezieller Beriicksichtigung der spektrophoto- 
metrischen Methode sind im Gange. 

') Diese Z. 191, 127 (1930); Ber. chem. Ges. 63, 659 (1930). 

*) Biochemic. J. 25, 1090 (1930). 





2°? Bolestaw Skarzynski, Zur Kenntnis des Follikelhormons. 


Methodisches. 


Schwangerenharn von den letzten Schwangerschaftswochen 
wurde zu '/,, des Volumens unter vermindertem Druck eingeengt, 
mit HCl angesiiuert und im Scheidetrichter mit Butylalkohol aus- 
geschiittelt. Der braune Riickstand nach dem Verdampfen des 
Butylalkohols wurde erschépfend mit Ather extrahiert, die Ather- 
lésung zur Trockne verdampft und der Riickstand auf dem Wasser- 
bade mit 5°/, KOH erhitzt. Die wiBrige alkoholische Lisung sittigte 
man mit CQO,; nachher schiittelte man sie im Scheidetrichter 
mit Ather aus. Die Atherschicht wurde verdampft und der trockene 
Riickstand mit eiskaltem Aceton ausgezogen; der Riickstand der 
Acetonlésung wurde mit 50°/,igem Alkohol extrahiert. Die Alkohol- 
lésung wurde zur Trockne eingedampft, der Riickstand in Ather 
gelést und im Scheidetrichter mit wibriger KOH-Lésung aus- 
geschiittelt. Nach dem Ansiiuern der alkalischen Liésung wurde 
das Hormon mit Ather wieder ausgezogen. Vom trockenen Riick- 
stande der Atherlésung wurde ein Teil der Verunreinigungen mit 
einer geringen Menge eiskalten Athers entfernt. Der Rest der 
Verunreinigungen wurde durch Kochen der Alkohollésung mit 
Tierkohle beseitigt. Nach Filtrieren und Einengen der Alkohol- 
lisung fielen Krystalle des Hormons aus. Das rohe Krystallisat 
wurde zweimal aus 55°/,igen Methylalkohol, zweimal aus 45°/,igem 
Methylalkohol und zweimal aus Athylacetat umkrystallisiert. Die 
rhombischen Krystalle waren wei, mit einem schwachen Anflug 
von Gelb. Schmelzpunkte unkorr. 246—250° mit Zersetzung. Die 
physiologische Wirksamkeit war 9500000 M.E. pro Gramm. 

Die physiologischen Untersuchungen wurden an kastrierten 
Miiuseweibchen durchgefiihrt. Die fiir die Injektionen benutzte 
Suspension wurde durch Verdiinnen mit physiologischer NaCl- 
Lésung abgemessener Mengen Alkohollésung von genau bekanntem 
Krystallisatgehalt hergestellt. Die Suspension wurde jedesmal 
frisch verfertigt. Die untersuchte Substanzmenge wurde zu 5 Dosen 
zu je 0,15 ccm iiber die Gesamtzeit von 30 Stunden verteilt. Als 
positive Antwort wurde das Auftreten eines reinen Schollenstadiums 
bei mehr als 50°/, der Tiere betrachtet. 

Die Ultraviolettaufnahmen wurden nach der Sektormethode 


von Hilger gemacht. 























Uber den Ammoniakgehalt der Froschmuskulatur 
und iiber die Reversibilitat 
der Ammoniakbildung im isolierten Froschmuskel. 


Vou 


Gustav Embden. 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Januar 1931.) 


Die zuerst auf der Naturforscherversammlung in Diisseldort 
im September 1926 von mir bekanntgegebene Ammoniakbildung 
bei der Muskeltiitigkeit!), der die Veréffentlichung ihnlicher Be- 
funde durch Parnas’) im Anfang des Jahres 1927 folgte*), ist 
ein physiologischer Vorgang, dessen weitere experimentelle Be- 
arbeitung, soviel ich unterrichtet bin, fast ganz auf das hiesige 
und das Lemberger Institut beschrankt geblieben ist. 

Nur so erklirt es sich, wie ich glauben méchte, dab die 
tiefgreifenden Gegensiitze zwischen den experimentellen Befunden 
der Parnasschen Schule und den von meinen Mitarbeitern und 
mir gewonnenen Ergebnissen bisher unausgeglichen geblieben sind. 

Parnas hat wiederholt und in besonders eingehender und 
scharfer Form in einer vor kurzem mit Lewinski, Jaworska 
und Umschweif verdffentlichten Arbeit*) die objektive Richtig- 


1) Embden, Vortrag auf der Naturforscherversammlung in Diisseldorf 
1926. Referat in Ronas Ber. 38, 157 (1927); vgl. auch Derselbe, Klin. 
Wochenschr. 1927, S. 628. 

7) Parnas u. Mozolowski, Klin. Wochenschr. 1927, S. 998. 

5) Trotzdem die ersten Versuche von Parnas erst einige Monate nach 
meinem Diisseldorfer Vortrage angestellt wurden, schreibt Parnas neuer- 
lich die Entdeckung der Ammoniakbildung bei der Muskelkontraktion aus- 
schlieBlich sich selber zu. So beginnt zum Beispiel eine jiingst erschienene 
Arbeit von P. Ostern iiber die Ammoniakbildung im Froschherzen (Biochein. 
Z. 228, 401 [1930]) mit den Worten: ,,Die Untersuchung von Parnas und 
seinen Mitarbeitern haben ergeben, daB die Tiatigkeit des Muskels stets mit 
Ammoniakbildung verkniipft ist.‘ 

*) Biochem. Z. 228, 366 (1920). 
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keit und dariiber hinaus auch die subjektive Zuverlassigkeit unserer 
Befunde in Zweifel gezogen. 

Mit Recht hebt Parnas in seiner letzten Verdffentlichung 
hervor, dab sich die Verschiedenheit der in Frankfurt und der 
in Lemberg gewonnenen Ergebnisse einerseits auf die Ammoniak- 
ruhewerte und andererseits auf die Frage der Reversibilitiit der 
Ammoniakbildung im isolierten Muskel bezieht. 

Parnas findet den Gehalt an Ammoniak im ungereizten 
Froschmuskel, den er als ,,Ruhewert“ bezeichnet, bei verschiedenen 
Fréschen weit weniger verschieden als meine Mitarbeiter und ich”. 
Kr glaubt, daB die ,groBe Streuung* und ,,Unreproduzierbarkeit 
der Werte“ in unseren Arbeiten in ,schwer zu deutendem Wider- 
spruch“ mit unseren Angaben iiber die Genauigkeit der Uberein- 
stimmung im Ammoniakgehalt der beiderseitigen Gastrocnemien 
einer Anzahl von Fréschen stehe.*) 

Freilich ist bedauerlicherweise die Wiedergabe unserer Ver- 
suchsergebnisse durch Parnas direkt unrichtig. So behauptet 
er auf Seite 371, daB ,Kmbden, Riebeling und Selter“ .z. B. 
zwischen rechten und linken Muskeln Differenzen“ finden, ,,die 
weniger als '/,,, mg°/, betragen“. Kin [lick auf die Tab. 2 der 
von Riebeling, Selter und mir ver@ffentlichten Arbeit*) geniigt, 
um zu erkennen, daB die Wiedergabe unserer Ergebnisse durch 
Parnas falsch ist. Die in dieser T'abelle angegebenen Unterschiede 
erreichen zweimal 0,05 mg®/,. Selbstverstiindlich hitte Parnas 
die héchste, von uns angegebene Difierenz seiner Kritik zugrunde- 
legen miissen, wie dies iibrigens durch Benedict und Nash‘) in 
einer weiter unten noch niher zu besprechenden Bemerkung ge- 
schah, in der auch diese Autoren die Zuverlissigkeit unserer 
Methodik in Zweifel zogen. 

In einigen Versuchen der eben erwilnten l'abelle und iibrigens 
auch in manchen unserer spiiteren Arbeiten ist die Ubereinstimmung 
eine noch genauere. Kine ebenso genaue Ubereinstimmung er- 
gibt sich auch fiir einen Teil der Rechts-Linksversuche, die Parnas 
in Tab. 1 seiner erwihnten Arbeit (S. 374) zusammenstellt. Von 
17 Versuchen, die in dieser T'abelle wiedergegeben sind, fand sich 
dreimal iiberhaupt kein Unterschied, wihrend in weiteren 6 Ver- 
suchen die Unterschiede ebenso wie in meinen mit Riebeling 


') Vgl. jedoch S. 29, Absatz 5 u. folgende der vorliegenden Arbeit. 
2) Biochem. Z. 228, 385, Absatz 2 (1930). 

5) Z. Physiol. Chem. 179, 153 (1928). 

‘) J. of biol. Chem. 82, 676 (1929). 
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und Selter verdéffentlichten unter 0,05 mg®/, lagen. Hier wie 
dort ist die analytisch gefundene, vollige Ubereinstimmung natiirlich 
ein Zufall. Jeder Untersucher, der Doppelbestimmungen mit einer 
einigermaBen brauchbaren Methode auszuiiben gewohnt ist, kennt 
die Haufigkeit dieses Zufalls. Kein Zufall aber diirfte es sein, 
wenn die in den iibrigen 8 Versuchen der eben erwihnten Tabelle 
von Parnas ermittelten Unterschiede zum Teil eine beim Ver- 
gleich mit unseren Versuchsergebnissen geradezu  erstaunliche 
Hohe erreichen. 

M. Carstensen, H. Schumacher und ich haben bei den 
iiberaus zahlreichen Versuchen, in denen wir den Ammoniakgehalt 
der beiderseitigen Gastrocnemien ohne vorherige Reizung unter- 
suchten, die Beobachtung gemacht, daB es Froschsendungen oder 
Froschfinge gibt, bei denen die Ubereinstimmung des beiderseitigen 
Ammoniakgehaltes éfters mangelhaft war’), wihrend bei anderen 
Froschsendungen immer wieder die Kontrollen ausgezeichnet 
stimmten. Froschsendungen, bei denen die im Anfang stets an- 
gestellten mehrfachen Kontrollversuche auch nur einmal eine 
gréBere Abweichung zeigten, haben wir selbstverstiindlich von 
unseren spiiter zu besprechenden Reversionsversuchen yon vorn- 
herein ausgeschlossen. Dies war aber die einzige Auswahl, die 
wir bei unseren Versuchen trafen. 

Von allen Froschsendungen, an denen wir irgend- 
welche physiologischen Versuche anstellten, haben wir 
natiirlich simtliche tiberhaupt vorgenommenen Rechts- 
Linkskontrollen veréffentlicht. 

Ks ist uns iibrigens gar nicht eingefallen, die Unstimmigkeiten, 
die wir bei derartigen Sendungen oder Fiingen fanden, auf Kigen- 
tiimlichkeiten der betreffenden Population, wie Parnas es ironisch 
ausdriickt, zuriickzufiihren. 

Wir haben damals verschiedene Méglichkeiten erértert und hervor 
gehoben, da8B wir die stirksten Unterschiede im Ammoniakgehalt bei einem 
Froschfange fanden, der vor seiner Ablieferung im Institut etwa einen Tag 
lang unter sehr ungiinstigen Bedingungen aufbewahrt worden war.’) (Die 
sehr zahlreichen Frésche hatten in einem Sack in der Nihe eines geheizten 
Ofens gestanden.) Wir haben seit dieser und einer ahnlichen Erfahrung 
dafiir gesorgt, daB die Frésche méglichst schonend transportiert werden. 

Seitdem, das heiBt seit etwa 2 Jahren haben wir gréfere 
Unterschiede in den Rechts-Linkskontrollen nur noch ganz selten 

1) Embden, Carstensenu. Schumacher, Diese Z. 179, 200 ff. (1928). 

*) Diese Z. 179, 203 (1928). 
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Tabelle IL. 





Nr. 


Datum 


» ' ‘ 
Ma wer Ma ho Ame Aes Ais he 


—_ ll 


pes PS et PS es OM 
— 4 


or 
~ 
— 
— 





1 | 2 | 8 | 4 
mg Ammoniak in ~ Unter- 
100 g Muskulatur schied g Mus- 
) in °/) des | kulatar 
a b kl. Wertes 
Versuche von M. Lehnartz. 
2,04 1,90 7,4 5,3 
2,03 1,99 2.0 8 
1,39 1,33 4,5 3,5 
1,23 1,22 0,8 3.5 
1,87 1,92 2.7 8,7 
1,28 1,25 2,4 3,6 
1,42 1,39 2.2 8,1 
1,39 1,37 1,5 3,0 
1,47 1,45 1,4 3,3 
0,72 0,69 4.3 3.2 
0,95 0,92 3,8 8,7 
1,95 2,05 5,1 3 
1,81 1,79 1,1 26 
1,43 1,46 2,1 2,8 
1,47 1,45 1,4 2.7 
1,50 1,57 4,7 1,3 
1,01 1,05 4,0 3,0 
1,42 1,43 0,7 3,6 
1,07 1,06 0,9 41,7 
1,91 1,91 0 1,8 











5 





Froschsendung 


vom 


to t rn bo 
a or or or 
bo 
S. 


bo 
or 
~ 











ae ee 











Uber den Ammoniakgehalt der Froschmuskulatur usw. 2 


Tabelle I (Fortsetzung). 


. 
~ 
~l 




















Nr. 


Datum 


. VIII. 30 


3a 


28. V. 30 


-4 


-1 


of 


36 


. VIL. 30 


37 


. VIL. 30 


38 
I, 31 
39 
I, 81 


40 
I, 31 








1 2 


mg Ammoniak in 
100 g Muskulatur 


a b 
2,14 2.13 
246 242 
2,40 2,38 
2,32 2 38 
1,12 1,11 
0,98 0,99 
1,17 1,16 
1,67 1,67 





3 
Unter- 
schied 

in °/, des 
kl. Wertes 


0.5 





4 


g Mus- 
kulatur 


Versuch von L. Norpoth. 


1,46 1,69 
2,22 2,27 
1,93 1,85 
2,42 2,53 
1,00 1,04 
0,86 0,85 
1,16 1,20 
1,00 0,98 
0,76 0,73 
1,45 1,48 
1,27 1,51 
1.75 1,75 





14,0 





1,9 








Froschsendung 


vom 


24. LV. 30 


5. V. 30 


15. V. 30 
11. VII. 30 


24 Std. im warmen 
Zimmer. 5. XII. 30 


5. XII. 30 


81 Std. im warmen 
Zimmer. 5. XII. 30 
48 Std. im warmen 
Zimmer. 5. XIL. 80 


30 
19. V. 30 
. V. 30 


4. VI. 30 


19. VIII. 30 
27. V. 30 


15. VIL. 30 


. XI. 30 
18. XII. 30 


6.1. 31 
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beobachtet. Ich méchte es daher fiir sehr wahrscheinlich halten, 
daB die friiheren Unstimmigkeiten bei einzelnen Froschsendungen 
im wesentlichen die Folge grober Schiidigung vor ihrem Eintreften 
im Institut waren, und gebe in ‘Tab. I die Ergebnisse zahl- 
reicher von Margarete Lehnartz sowie von L. Norpoth an 
vielen Froschsendungen ausgefiihrter Kontrollversuche wieder, Es 
handelt sich um siimtliche von meinen beiden genannten Mit- 
arbeitern wiihrend des aus der T'abelle hervorgehenden Zeitraumes 
vorgenommenen Kontrollbestimmungen, soweit diese nicht bereits 
an anderer Stelle veréffentlicht wurden. 

Unter den Nummern 1—28 sind die von Frau Dr. Lehnartz aus- 
vefiihrten Versuche, unter den Nummern 28--40 die von Herrn Dr, Norpoth 
angestellten verzeichnet. In der Vertikalreihe 4 sind die annihernden Mengen 
der zu jeder der Doppelbestimmungen verwandten Muskulatur angegeben, 
um dem Leser die Berechnung der Gréfbenordnung des Verbrauchs an N/300- 
Schwefelsiiure zu erméglichen. Man sieht, daB der grébte Unterschied in 
den von Frau Dr. Lehnartz ausgefiihrten Versuchen 7,4°/, des kleineren 
Wertes betriigt. In allen iibrigen Bestimmungen waren die Abweichungen 
weitaus geringer, in ibren letzten elf Versuchen iiberschritt die Difterenz 
nur einmal 2°/, des kleineren Wertes. Auch in den von Herrn Dr. Norpoth 
vorgenommenen Versuchen ist bis auf zwei (Versuch 29, die erste von ihm 
itberhaupt vorgenommene Kontrollbestimmung) und Versuch 39 die Uber- 
einstimmung eine weitgehende. Die mit b bezeichneten Muskeln in Versuch 35 
waren iibrigens keine Ruhemuskeln, sondern sie wurden mit 40 Schligen in 
160 Sekunden gereizt'), ebenso auch die mit b bezeichneten Muskeln in 
Versuch 86, wiihrend als b-Muskeln in Versuch 37 Gastroenemien zur Ver- 
wendung kamen, die mit 60 Schligen in 240 Sekunden gereizt worden waren. 
Bei den zu diesem Versuch verwandten Fréschen war etwa 24 Stunden yor 
dem Versuch der Plexus ischiadicus beiderseits durchsechnitten worden. 

Auber den 12 letzten in der T'abelle I mitgeteilten Versuchen 
hat Herr Dr. Norpoth bisher itiberhaupt keine derartigen Kontroll- 
versuche ausgefiihrt. Solche Versuche machen nach EKiniibung der 
Ammoniakbestimmungsmethode und Erlernung der besondere Sorg- 
talt erheischenden vorbereitenden Verarbeitung der Muskeln nach 
meiner Ertahrung keine Schwierigkeiten, und ich wire dankbar 
dafiir, wenn unsere Angaben in anderen Laboratorien einer ein- 
gehenden Nachpriifung unter Verwendung der von Em)den. 
Carstensen und Schumacher in der mehrfach erwahnten Arbeit 
genau beschriebenen Methode unterzogen wiirden. 

Niemand, der die in obenstehender Tab. I niedergelegten Er- 


1) Der Versuch 35 wurde als Abbildung 3 in einer kiirzlich von mir 
in der Klin. Wochenschr. veréffentlichten Arbeit graphisch dargestellt (Klin. 
Wochenschr. 1930, S. 1337). 
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gebnisse betrachtet, wird an der Realitiit der von uns erhaltenen 
Ammoniakwerte zweifeln. 

In den 16 Versuchen der Tab. IT, die von Frau Dr. Lehnartz 
waihrend des Jahres 1930 ausgefiihrt wurden und ebenfalls bisher 
nicht zur Veréffentlichung gelangten, wurde eine Anzahl von Gastro- 
cnemien in fliissiger Luft zerkleinert und zwei anniihernd gleiche 
Anteile des griindlich durchmischten Muskelpulvers zur Ammoniak- 
bestimmung verwandt. Die Versuche, die als Kontrollen am 
gleichen Muskelpulver bezeichnet sind, wurden in der Zeit 
vom 17. Mirz bis 16. Juli ausgefiihrt, die annihernde Menge der 
zu jeder Kinzelbestimmung verwandten Muskulatur geht wiederum 
aus Kolonne 4 hervor. 

Wie man sieht, wurde die grébte Abweichung bei diesen selbst- 
verstindlich liickenlos wiedergegebenen Versuchen bei der erstmaligen Aus- 
fiihrung gefunden (9°/, des kleineren Wertes). In den iibrigen 15 Versuchen 
betrug die Differenz 14 mal weniger als 2°/, des kleineren Wertes, davon 
7mal weniger als 1°/,. Bei einer etwaigen Nachpriifung unserer Unter- 
suchungsergebnisse sollte man erst, wenn derartige an gleichem Material 
ausgefiihrte Doppelbestimmungen iibereinstimmende Werte ergeben, mit 
der Anstellung von Vergleichsbestimmungen in den beiderseitigen Gastro 
cnemien beginnen. 

Parnas konnte unseren Befund, dab der Ammoniakgehalt 
von Froschgastrocnemien unter verschiedenen physiologischen Be- 
dingungen auBerordentlich starken Schwankungen unterworfen ist, 
nicht bestitigen. Er vergleicht in 2 graphischen Darstellungen 
(S. 367 und S. 368) die von meinen Mitarbeitern und mir und 
die im Lemberger Institut erhaltenen Werte. Eine genaue Durch- 
sicht der Verdffentlichung von Parnas liBt es aber als fast sicher 
erscheinen, daB Parnas und seine Mitarbeiter einen Teil ihrer 
Versuche, und zwar gerade diejenigen, die die héchsten Ammoniak- 
werte lieferten, von der Verdfientlichung ausgeschlossen haben. 
Parnas schildert auf 8.372, letzter Absatz und folgende in volliger 
Ubereinstimmung mit unseren genau geschilderten Befunden}), dab 
frisch gefangene oder soeben transportierte Frésche durch Schreck 
und Fluchtbewegungen usw. schwer erschépft sind. ..Jhre Muskeln 
verhalten sich wie ermiidete Muskeln, und dem entspricht auch der 
Ammoniakgehalt, den man als ,Ruhewert‘ bestimmt.“ 

Jeder Zweifel, ob Parnas in der Tat die an derartig er- 
miideten Tieren ermittelten Werte fortgelassen hat, wird wohl 
durch die Bemerkung auf S. 383 unten beseitigt, in der er an- 
vibt, daB die niedrigen Werte, die er und yerschiedene seiner 


1 Embden u. Wassermeyer, Diese Z. 179, 161 u. ff. (1928). 
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Tabelle II. 


Kontrollen am gleichen Muskelpulver. 








Nr. 


Datum 


1 

17. III. 30 
ro 

18. FIT. 30 
> 

18. TI. 30 
4 

21. 11. 30 
dD 

25. Il. 80 
Fr 

26. TIT. 30 
7 

27. II]. 30 
s 

27, IIT. 30 
) 

27. 111. 30 
10 

28, TL. 30 


] 

2. V. 30 
} 
\ 


6. V. 30 
3 

7. V. 30 
14 

Ss. V. 30 
1 

15. VII. 30 
16 








mg Ammoniak 
in 100 g Muskel 


a b 
1,89 2,06 
2,90 2.85 
2,48 251 
2,90 2,85 
2,66 2,67 
1,94 1,92 
2,09 2.10 
1,78 1,76 
2,41 2,45 
1,61 1,61 
2,70 2 69 
2:17 2,16 
2,79 2,84 
2,47 2,03 
2,51 2,49) 
3,50 3,49 





Unterschied 
a : 
in °/, des 
kleineren 
Wertes 


9,0 


0) 





£ 
Musku- 


latur 





or 


Frosch- 
sendung 


vom 





ITI. 36 


or 


ILI. 30 


4 | 


11. VIE. 36 


16. VII. 56 
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Mitarbeiter stets gewannen, unabhingig von iiuBeren Bedingungen 
und pbysiologischen Zyclen erhalten werden, ,sofern nur ,boua 
fide‘) gesunde und nicht ermiidete Tiere untersucht werden“. 

Parnas und seine Mitarbeiter haben also ihre an ermiideten 
Tieren gewonnenen Ergebnisse fortgelassen, wiihrend sie dessen 
ungeachtet in die graphische Darstellung unserer Versuche ge- 
rade auch jene Ammoniakwerte aufgenommen haben, die Wasser- 
meyer und ich an Tieren nach lebhaftem Springen gewannen. 
Ausdriicklich hoben wir?) bei der Besprechung dieser Versuche 
hervor, daB man ,die Muskeln dieser Tiere nicht als Ruhemuskeln 
bezeichnen“ kénne, ,denn die untersuchten Frésche befanden 
sich meist in starker Erregung, sie quakten laut und schon ge- 
ringe iiuBere Reize geniigten, um sie zu lebhaftem Springen zu 
veranlassen.“ Der Anstieg des Ammoniakgehaltes wird hier aus- 
driicklich als Folge der durch Springen hervorgerufenen Ermiidung 
angenommen, und wenn die Frésche zum ‘Teil als lebhaft be- 
zeichnet sind, so iuBerte sich diese Lebhaftigkeit doch gerade in 
dem starken Springen der Tiere. 

In dieser mit Wassermeyer veroffentlichten Untersuchung wurde 
iibrigens nicht nur gezeigt, wie stark nach lebhaftem Springen der Ammoniak 
gchalt ansteigt, sondern ebenso auch, da lingerer Aufenthalt im ver- 
dunkelten Keller das Ammoniak zum Absinken auf Werte zwischen 1 und 
2 mg-°/, bringt. ) 

Parnas schreibt zwar ausdriicklich, dab, wenn man Tiere 
ins Experiment nimmt, die durch lebhafte Fluchtbewegungen 
frisch ermiidet worden sind, die Streuung der Ruhewerte grob 
wird (S. 373 oben), und wenn diese héheren Ruhewerte, die er 
mitzuteilen offenbar unterliBt, nach seiner Angabe auch nicht 
so hoch sein sollen, wie sie bei meinen Mitarbeitern und mir vor- 
kommen, so bleibt es natiirlich véllig unberechtigt, daB er bei 
der graphischen Darstellung seiner eigenen Versuche die Kr- 
mniidungswerte fortliBt, wahrend in der entsprechenden Darstellung 
unserer Versuche nur durch die Mitberiicksichtigung der an er- 
mtideten Tieren gewonnenen Werte die Kinzeichnung der drei 
eréBten Kreise ermoglicht wurde. 

Ubrigens konnte bei der Langsamkeit, init der im lebenden 
Frosch, wie Wassermeyer und ich zuerst feststellten, das Wieder- 

') Von mnir in Anfiithrungszeichen gesetzt. 

2) Embden u. Wassermeyer, Diese Z. 179, 163 (1928). 

’) Auch diese Ergebnisse sind iibrigens durch die meist gut iiberein- 
stimmenden, in den beiderseitigen Gastrocnemien getrennt vorgenommenen 
Destimmungen gesichert. 
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absinken des einmal angestiegenen Ammoniakgehalts erfolgt, die 
Kirmiidung eines Frosches doch vermutlich nur so erkannt werden, 
daB Parnas und seine Mitarbeiter Krmiidung dann annahmen, 
wenn die von ihnen ermittelten Ammoniakwerte die gewohnte 
Hohe iiberschritten. 

Erscheint der Unterschied zwischen den von Parnas und 
seinen Mitarbeitern und den in Frankfurt ermittelten Rubewerten 
demnuach weit geringer, als man bei oberflichlicher Durchsicht der 


Arbeit von Parnas, Lewinsky, Jaworska und Umschweit 


annehmen mub, so méchte ich glauben, daB die auch nach 
Beriicksichtigung der nicht veréffentlichten Versuche aus dem 
Parnasschen Institut verbleibende Differenz sich, soweit es sich 
nicht um Miingel der Parnasschen Methode handelt, dadurch 
erkliren kénnte, daB die Aufbewahrungsbedingungen unserer 
Krésche wenigstens zu manchen Zeiten von den biologischen Be- 
dingungen, unter denen die Frésche im Lemberger Institut ge- 
halten werden, abwichen. 

Wir verfiigen in unserem Institut nicht iiber eigentliche 
Kellerriume, und der niemals wirklich kalte Froschraum war nur 
wiithrend gewisser Versuchsperioden verdunkelt, zum Beispiel am 
Anfang des Jahres 1928 nur bis zum 24. Januar. Gerade in 
dieser Zeit erhielten wir so niedrige Werte, da8 Herr Dr. Mozo- 
lowski, ein Assistent des Lemberger Instituts, der damals gerade 
als Gast in unserem Laboratorium weilte, eben deswegen die 
Zuverlassigkeit unserer Methode zuniichst bezweifelte. Nicht nur 
im Januar 1927 (zur Zeit der Ausfiihrung der Versuche von 
Riebeling, Selter und mir), sondern auch im gegenwirtigen 
Augenblick (Januar 1931) erhielten wir im unverdunkelten Frosch- 
keller Ruhewerte von weit iiber 1 mg°/,. (Vgl. die obige Tabelle I, 
Versuche 38—40.) Ich halte es fiir recht wahrscheinlich, daB das 
einfach damit zusammenhingt, daB zur Zeit der letztgenannten 
Versuche ebenso wie im Januar 1927 der Froschraum nicht ver- 
dunkelt war. Jedoch ist gewiB auch die 6fters unbekannte Vor- 
geschichte der Frésche wichtig.") 


') Parnas schreibt (S. 892 FuBnote): ,.és ist nicht ganz klar, was es 
bedeutet, wenn fiir die Wintermonate von liingerer oder kiirzerer Gefangen- 
schaft gesprochen wird.“ Und weiter: ,,Es ist mir nicht bekannt, in welcher 
Weise man sich im Januar oder Februar Frésche direkt aus der Freiheit 
verschaffen kiénnte, denn sie sind in dieser Zeit im Schlamme der Wisger 
vergraben.* Er schildert damit das bekannte biologische Verhalten der 
Frésche im Winter zutreffend, wie wir aus eigener Erfahrung und nament- 
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Tabelle III. 


Absinken des Ammoniakgehaltes bei Erniedrigung der Umgebungstemperatur 








, Dunkel- : Dunkel- 
Nr. | Eisschrank Nr. ae es 
—~s ee sarees is 
Datum 3—4 17—18° Datum 3—4° 17—18° 
1 7 . 
19. I. 31 7 is 28. I. 31. ‘aes _ 
2 ‘ S » 
20. 1. 31 _ = 29. 1. 31 1,08 1,36 
. 0,76 1,24 : 7 1,2 
29,1. 31. s - 31.1. 31 Oya 20 
4 _— P 10 ; ’ 
23. 1. 31, mee — 8. IL. 31. — 1,30 
dD me 11 “ 
24.1. 81, _— 7 4.11. 31. 0,97 1,18 
6 12 
) > , 
26. I. 81. _ — 5. II. 81. 0,80 

















Von welcher Bedeutung beim Aufenthalt der Frésche im Dunkeln 
Temperaturverschiedenheiten sind, die durchaus innerhalb der normalen 
Schwankungsbreite der Lufttemperatur liegen, geht aus den in der Tab. III 
zusammengestellten Ammoniakwerten hervor, die an den Gastrocnemien von 
Fréschen erhalten wurden, welche entweder im dunklen Eisschrank bei 
3—4° oder in der Dunkelkammer bei 17—18° aufbewahrt worden waren. 

Die Bestimmungen wurden wiihrend der Drucklegung der vorlicgenden 
Arbeit von Herrn Dr. Norpoth an Eskulenten ausgefiihrt. 

Zu jedem Einzelversuch wurden die beiderseitigen Gastrocnemien von 
3 Fréschen, also 6 Muskeln, verwandt. Von der Ausfiihrung von Doppel- 
bestimmungen wurde abgesehen. Die Menge der verarbeiteten Muskulatur 
betrug fast immer tiber 3 g und war Ofters betrichtlich héher. Die Eis 
schrankfrésche verhielten sich ganz ruhig und zeigten auf Reizung nur 
triige Bewegungen, wiihrend die in der zimmerwarmen Dunkelkammer auf- 
bewahrten Tiere lebhaft waren. Die Tétung der Tiere erfolgte stets an 
Ort und Stelle. Zu den Versuchen 1—6 diente eine Froschsendung, die aim 
15. Januar iin Institut cingetroffen und kurz vorher gefangen war, zu den 
weiteren Versuchen eine am 26. I. eingetroffene Sendung der gleichen Her- 
kunft. Die zu den Versuchen 1—6 verwandten Tiere kamen siimtlich am 
16. I. entweder in den Eisschrank oder in die Dunkelkammer, die iibrigen 
unmittelbar nach ihrem Eintreffen am 26. I. 

Man sieht aus der Tab. III, daB gowohl im Eisschrank wie in der 
Dunkelkammer die Aminoniakwerte von Versuch zu Versuch sehwankten 
und zwar bei den Eisschrankfréschen stiirker. Doch war ausnahmslos der 
lich der unseres Froschfingers bestiitigen kénnen, der sie — oft nach dei 
Aufhacken vereister Griiben — mit dem Rechen aus dem Schlamm hervorholt. 

Wie mir Herr Bethe mitteilt, erfolyt wihrend der Wintermonate der 
Fang von Froéschen fiir sein Institut in der gleichen Weise. 


Hloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCVI. 
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Ammoniakgehalt in den Gastrocnemien der kalt gebaltenen Tiere weitaus 
geringer als in denjenigen der bei Zimmertemperatur aufbewahrten. Nach 
langerem Aufenthalt im Eisschrank zeigten die an der friiher verarbeiteten 
Froschsendung vorgenommenen Versuche (Versuche 3—6) nur einmal einen 
Ammoniakwert, der 1,0 mg pro 100 g Muskulatur tiberschritt, waihrend bei 
den Fréschen der zweiten Sendung nach etwa gleichlanger Aufbewahrang 
im Kisschrank (Versuche 9—12) niemals der Wert von 1 mg erreicht wurde. 

Der Umstand, daB Parnas unsere Feststellung, daB der 
Ammoniakgehalt von Froschgastrocnemien unter verschiedenen 
physiologischen Bedingungen sehr verschieden hoch ist, nicht 
bestiitigen konnte, fiihrt ihn dazu, unsere Befunde als nicht real, 
das heibt, als Folge der Fehlerhaftigkeit unserer Methodik an- 
zusehen. Er findet, daB die ,groBe Streuung und Unreproduzier- 
barkeit unserer Werte in besonders schwer zu deutendem Wider- 
spruch mit dem Anspruch* stehe, Ammoniakbestimmungen bis 
zur zweiten Dezimale der Milligrammprozente fiir das Paar von 
Kinzelbestimmungen ausfiihren zu kénnen.?) 

Hierin liegt, wie ich glauben mdéchte, bei aller von 
Parnas in seiner Ver6éffentlichung angewandten ,,mathe- 
matischen* Dialektik eine petitio principil. Gerade die 
Tatsache, daB der bei der Untersuchung verschiedensten Frosch- 
materials der sehr verschieden hohe Ammoniakgehalt fast immer 
in den beiderseitigen Muskeln der gleichen Tiere gleich gefunden 
wurde, beweist ja die Realitit unserer Befunde. 

Worin besteht nun aber die Ursache dafiir, daB die beim 
Vergleich der beiden Gastrocnemien derselben Tiere von meinen 
Mitarbeitern und mir gewonnenen Resultate so viel besser iiber- 
einstimmen als die im Lemberger Institut erhaltenen? 

Ich glaube die Erklairung ist eine sehr eintache: Die von 
uns angewandte Methode besitzt einen weit héheren Genauigkeits- 
grad als die von Parnas benutzte, und Parnas hitte so schwere 
Vorwiirfe, wie er sie teils in verhiillter, teils auch in recht un- 
verhillter Form gegen mich und gegen meine Mitarbeiter erhebt, 
nicht iiuBern diirfen, ohne unsere Ergebnisse an der Hand der 
von uns angewandten Methodik nachzupriifen. Mit aller Ent- 
schiedenheit muB ich hier gegen die Bemerkung von Parnas 
Kinspruch erheben (S. 384, 2. Absatz), ,da{ man den Eindruck 
gewinne, daBY ... unsere ,,Werte mit einem bedeutenden Faktor 


1) Die Unrichtigkeit der Angabe von Parnas, da8 wir einen solehen 
Anspruch erhoben haben, ist fiir jeden offensichtlich, der irgendeine unserer 
Kontrollbestimmungen enthaltenden Tabellen betrachtet. 
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behaftet sind, der mit der [ndividualitit der betreffenden Ana- 
lytiker zusammenhiingt.“ 


Parnas weist in seiner Verdffentlichung darauf hin, daB einer seiner 
Mitarbeiter, Herr. Dr. Mozolowki im Januar 1928 sich einige Zeit als 
Fast in unserem Institut aufhielt. Lr erwiihnt als Resultat dieses Aufent- 
haltes nur, daB die von meinen Mitarbeiterinnen M. Carstensen, H.Schu- 
macher und mir zu dieser Zeit angestellten Reversionsversuche negativ 
verliefen.') Unerwihnt liBt Parnas dagegen, dab Herr Dr. Mozolowski 
wiihrend seines Aufenthaltes an unserem Institut davon iiberzeugt wurde, 
daB die von uns angewandte Methodik der Ammoniakbestimmung weitaus 
genauere Resultate liefert als die von Parnas und seinen Mitarbeitern 
benutzte. Herr Mozolowski hob dies nicht nur mir selber gegeniiber, 
sondern auch meinen Mitarbeiterinnen, Friiulein Dr. M. Carstensen und 
Friulein Dr. H. Schumacher, gegeniiber hervor, die ihn wihrend der Zeit 
seiner Anwesenheit in alle Einzelheiten unserer Ammoniakmethodik ein- 
fiihrten. In ebenso giinstiger Weise ‘iuBerte sich Herr Dr. Mozolowski 
auch in wiederholten Gesprichen mit meinen Assistenten, den Herren Privat- 
dozenten Dr. H. Jost, Dr. H. J. Deuticke und Dr. E. Lehnartz, sowie 
auch Frau Dr. M. Lehnartz gegeniiber. Er betonte hierbei mehrfach, dab 
mittels der Parnasschen Methode derartig genau stimmende Werte beim 
Vergleich vom linken und rechten Muskel sich nicht erzielen lieBen. 


Tabelle LV. 


Unverdftentlichte Kontrollversuche vom Januar 1928. 


1 9 | 3 | 4 .. 5b 














mg Ammoniak in | Unterschied 
Nr. 100 mg Muskulatur in °, g Mus- 
; Bemerkungen 
Datum e | des kleineren} kulatur 
a | b Wertes 
| 

, 0,51 0,50 2.0 i 
28. I. ” on 2 , 

” 
23 7 0,55 O.57 3.6 D - 

3 1.98 1.38 r% 4 20 Std. im Brut- 
26. I. we — Hs schrank 27° 

4 22 Std. im Brut- 
™ 8 83 Boo Bs toa ; 
27. I 0,81 ’ ap schrank 26° 
b | 0,78 | 0,82 5,1 4,4 
si. I. ? . | 











*) Ich gehe auf diese Reversionsversuche im Januar, da ihr negatives 
Ergebnis in meiner Veroffentlichung mit M. Carstensen u. H. Schu- 
macher eingehend erértert wurde, hier nicht ein. Siehe aber weiter unten 
Seite 37 unten und S. 38. 
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Im iibrigen wurden im Monat Januar 1928 nicht nur die in der Tab. V 
meiner Arbeit mit M. Carstensen und H. Schumacher ver@ffentlichten 
Kontrollversuche angestellt, sondern es wurden zur selben Zeit solche Ver- 
suche noch an zwei anderen Froschsendungen vorgenommen. Die eine 
dieser Sendungen (in unserem Protokoll mit dem Namen ,,Hesitana“ be- 
zeichnet) war am 17.12. 27 in den Mainwiesen bei Frankfurt gefangen. Die 
an dieser Sendung gewonnenen Ergebnisse gehen aus der Tab. IV hervor. 
Der am schlechtesten stimmende Versuch zeigte eine Differenz von 8°), des 
kleineren Wertes. Er wurde tibrigens an Fréschen erhalten, die sich vor 
dem Versuch 20 Stunden im Brutschrank bei 27° aufgchalten hatten. 

Die dritre Froschsendung, an der wir im Januar 1928 einen einzelnen 
Kontrollversuch vornahmen, war bereits am 24. 12.27 im Institut eingetroffen. 
Die Tiere (Temporarien) blieben mehrere Tage unausgepackt in ihrem engen 
TransportgefiB. Die in dem einzigen am 21. Januar angestellten Kontroll- 
versuche erhaltenen Werte waren 0,87°/, und 0.60°/,. Die Abweichung 
betrug also nicht weniger als 45°/, des kleineren Wertes und war wohl 
sicher durch die unzweckmiiBige Behandlung der Tiere bedingt. Natiirlich 
wurde diese Froschsendung zu keinerlei Ammoniakversuchen benutzt. 

Angesichts der GesetzmaBigkeit der rgebnisse der wiihrend 
seiner Anwesenheit in Frankfurt ausgefiihrten Kontrollversuche 
kann es nicht wundernehmen, dab Herr Dr. Mozolowski von 
dem hohen Genauigkeitsgrade unserer Methode tiberzeugt wurde 
und dieser Uberzeugung lebhaft Ausdruck verlieh, Seine mir und 
meinen Mitarbeitern gegeniiber gemachte Angabe, daB es mittels 
der Parnasschen Methode nicht geliinge, anniihernd so genau 
iibereinstimmende Kontrollversuche zu erhalten, wird durch die 
Tab. 1 (8. 3874) der neuerlichen Veréffentlichung von Parnas und 
seinen Mitarbeitern bestiitigt. 

Unsere Methode zeigt, wenn man von seltenen Abweichungen 
absieht, die neuerlich nach der Autkliarung und Vermeidung ihrer 
Ursache iiberhaupt kaum noch beobachtet werden (vgl. oben, 
Tab. I, S. 26 und 27), eine so weitgehende Ubereinstimmung im 
Ammoniakgehalt der beiderseitigen, nicht gereizten Gastrocnemien, 
dab diese beiderseitige Ubereinstimmung zur Grundlage der von uns 
angestellten biologischen Versuche,namentlich auch der Abspaltungs- 
und Reversionsversuche, gemacht werden konnte. Die Parnassche 
Methode gibt nach den eigenen Angaben des Autors in entsprechend 
angestellten Kontrollversuchen derartig groBe Unterschiede, dab 
feinere, biologisch bedingte Veriinderungen bei ihrer Verwendung 
unerkannt bleiben. 

Der Versuch, mit ihr die Reversibilitiit der Ammoniak- 
hildung im isolierten Muskel nach kurzer tetanischer Reizung zu 
erweisen, muB daher von vornherein als Versuch mit untauglichen 
Mitteln bezeichnet werden. 
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Wenn wir solche Froschsendungen, die bei der Voruntersuchung keine 
ausreichende Ubereinstimmung der beiderseitigen Ammoniakweite zeigten, 
von vornherein von der Anstellung biologischer Versuche ausschlossen, so 
war das natiirlich vollkommen berechtigt. In der richtigen Auswahl des 
geeizneten Versuchsmateria!s besteht eben auch hier ein wesentlicher Teil 
der Experimentierkunst. Nachdem wir nunmehr die Ursache der Nicht- 
iibereinstimmung der Kontrollwerte bei cinzelnen Frosehsendungen erkannt 
und praktisch beseitigt haben, fiillt tibrigens die Notwendigkeit dieser Aus- 
wahl kiinftig fort. 

Wir waren durchaus berechtigt, die Ergebnisse unserer 
Keversionsversuche so auszuwerten, wie wires getan haben, dadurch 
niimlich, daB wir die GréBe der Ammoniakabnahme in den 
Reversionsversuchen mit der Grébe der Abweichung in den an 
der gleichen Sendung vorgenommenen Kontrollversuchen ver- 
glichen, 

Wir bitten den Leser, der sich ein Urteil iiber die Berechtigung 
der von Parnas an unseren Versuchen geiibten Kritik hbilden will, 
die Tabb. Lund II der mehrfach erwihnten Arbeit von Carstensen, 
Schumacher und mir einer Durchsicht zu unterziehen.!) 

Wir sehen, wie bereits oben hervorgehoben, auf Grund der 
weitgehenden Ubereinstimmung der beiderseits ausgefiihrten 
Ammoniakbestimmungen die zu verschiedenen Zeiten und an ver- 
schiedenen Froschsendungen von uns erhaltenen ,,Ruhewerte“ als 
durchaus real an, und daher erscheint es uns als vollig unberechtigt, 
die siimtlichen von uns tiberhaupt an ungereizten Gastrocnemien 
erhaltenen Ammoniakwerte einfach durcheinander zu rechnen, 
wie Parnas es tut. Doch soll auf die ,mathematische“ Seite der 
Ausfiihrungen von Parnas weiter unten besonders eingegangen 
werden. 

Ich habe eben auf die Tabb. I und II einer mit M. Carstensen und 
H. Schumacher verdéffentlicbten Arbeit hingewiesen. Hier wurde der 
Ammoniakgehalt der beiderseitigen Gastrocnemien miteinander verglichen, 
von denen der eine unmittelbar nach einem beiderseits gleichartigen Tetanus, 
der andere 1 Minute spiiter in fliissiger Luft zum = Efrfrieren gebracht 
wurde. Derartige Versuche gelingev, wie austiihrlich in der eben erwiihnten 
Arbeit geschildert wurde, nicht zu jeder Jahreszeit. Wir glaubten das MiB 
lingen solcher Versuche im Winter darauf zuriickfiibren zu miissen, dab die 
zur Erzielung nachweisbarer Ammoniakvermehrung notwendige Dauer des 
‘Tetanus wesentlich linger ist als im Sommer, und wir nahmen dabei an, 
daB die mit dieser ijiingeren Dauer des Tetanus verbundene stirkere 
Schiidigung der Muskulatur den Wiederaufbau der aminoniakbildenden Sub- 
stanz unmdglich macht. 

Parnas erwiihnt in seiner soeben verdffentlichten Arbeit nur. dab 


1) Diese Z. 179. 194—197 (1928). 
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wihrend der Anwesenheit des Herrn Mozolowski in unserem Institut die 
Reversionsversuche negativ verliefen, wogegen in dem gleichen Monat des 
Vorjahres in einer von Riebeling, Selter und mir durehgefiihrten Unter- 
suchung 5 positive Reversionsversuche erhalten wurden. Er vergibt hierbei 
freilich darauf hinzuweisen, dab es sich hier um vereinzelte Versuche handelte, 
die an zwei aufeinanderfolgenden ‘Tagen vorgenommen wurden, und dab, wie 
wir ausdriieklich geschrieben haben, in den ,,im spiteren Verlauf des Winters 
an anderen Froschsendungen angestellten Versuchen* ,,das eben geschilderte 
Ergebnis trotz vieler darauf gerichteter Miihe“ ,nicht ohne weiteres wieder- 
erhalten werden“ konnte. Wir haben damals auf den viel einheitlicheren Ver- 
lauf der spiiter ausgefiihrten Untersuchungen von Carstensen, Schumacher 
und mir hingewiesen. Die Gegensiitzlichkeit in den Ergebnissen der im 
Januar 1927 und im Januar 1928 vorgenommenen Reversionsversuche haben 
wir selbst scharf betont: ob die von uns versuchte Erklirung hierfiir’) zu- 
tritft oder nicht, jedenfalls zeigten die lange und im Hellen aufbewahrten 
Ruhefrésche im Januar 1927 einen weitaus héberen Ruheammoniakgehalt 
als die im Dunkeln gehaltenen vom Januar 1928 (vgl. S 385). Sicherlich 
handelte es sich also in beiden Fallen um ein biologisch verschiedenes 
Material. 

Parnas hat gegeniiber unseren gvegenteiligen Befunden bis 
in die jiingste Zeit hinein daran festgehalten, daB ein bestimmtes, 
oder anniihernd bestimmtes Verhiltnis zwischen der Ammoniak- 
bildung und der Spannungsleistung des Muskels unabhiingig von 
der Jahreszeit bestiinde. Erst in seiner letzten Untersuchung gibt 
er diese Hypothese auf, ja er gesteht zu, da8& im Winter die 
Ammoniakbildung bei der Muskeltatigkeit sehr viel weniger leicht 
erfolge, als im Sommer (S. 393). Er kommt also zu dem gleichen Er- 
gebnis wie M. Carstensen, H.Schumacher und ich, frelich ohne 
nunmehr unsere Resultate anzuerkennen; und doch muB gerade 
auch die endlich von Parnas bestiitigte schwerere Abspaltbarkeit 
des Ammoniaks im Winter die Anstellung von erfolgreichen Re- 
versionsversuchen zu dieser Jahreszeit naturgemi’B erschweren. 

Die bis heute von Parnas geleugnete Reversibilitat der 
Ammoniakbildung bei der Taitigkeit des isolierten Froschmuskels 
geht nun aber durchaus nicht allein aus den mit M. Carstensen 
und H. Schumacher angestellten Reversionsversuchen der 
Tabb. | und IL hervor, sondern auch aus den zuerst ebenfalls mit 
den beiden eben genannten Mitarbeiterinnen vorgenommenen 
. empoversuchen™. 

Ausgehend von der Uberlegung, daB ein wiihrend der Zuckungspausen 
sich abspielender ReversionsprozeB vielleicht dadurch nachweisbar werden 
kéunte, daB er bei Einhaltung kiirzerer Pausen unvollstiindiger als bei 


') Diese Z. 179, 123 (1928). 
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Reizung in langsamerem Tempo erfolgt, stellten wir Versuche an, in denen 
die Muskeln bei gleicher Belastung und gleicher Reizstiirke mit einer 
gleichen Anzahl von Offnungsinduktionsschligen zur Kontraktion gebracht 
wurden. Das Ergebnis dieser Tempoversuche war durchaus positiv, wie 
aus der Tab. VIII, S. 217 unserer Arbeit hervorgeht. 


Diese Versuche wurden spiiter von M. Lehnartz') unter 
gleichzeitiger Bestimmung der Milchsiiure in isotonischer, auxo- 
tonischer und isometrischer Anordnung bei strenger Anaerobiose 
wiederholt. Simtliche Versuche wurden auf dem Kymographion 
registriert und bei den isometrischen auch die Spannungsleistung 
gemessen. Die Versuche wurden wiihrend der Herbstmonate an 
sehr leistungsfibigen Muskeln ein und desselben ‘l'emporarien- 
fanges ausgefiihrt. 


In sieben iiber die gesamte Zeit der Versuchsanstellung verteilten 
Kontrollversuchen ergab sich weitgehende Ubereinstinmung im Ammoniak 
gehalt der rechten und linken Gastrocnemien. Die grébte Differenz im 
beiderseitigen Ammoniakgehalt, die die in den iibrigen 6 Versuchen beob- 
achteten Unterschiede weit iiberschritt, betrug 10°/,. Die mittlere Differenz 
in den 7 Versuchen 6 °/,. Von den 15°) Versuchen, in denen die Reizung 
der Muskeln im langsamen Tempo vorgenommen wurde (Tabb. II, III 
und IV), fand sich 14. mul eine Ubereinstimmung der Ammoniakwerte des 
gereizten und ungereizten Muskels, die fast noch vollkommener war, als in 
den Kontrollversuchen. Einmal wurde im gereizten Muskel sehr viel (20°/,) 
weniger Ammoniak als im ungereizten gefunden (Tab. III, Versuch 16). Die 
mittlere Abweichung im Ammoniakgehalt des gereizten und ungereizten 
Muskels bei langsamem Reiztempo betrug fiir die Versuche der Tabb. II, II] 
und IV nur etwas mehr als 3°/,.. 7mal wurde in raschem Tempo gereizt, 
und ausnahmslos ergab sich hier ein Mehrgehalt im gereizten Muskel, der 
im Minimum 28 °/, und durchschnittlich 35 °/, betrug. 


Kindeutiger kénnte, wie ich glauben méchte, nicht gezeigt 
werden, daB bei sonst ganz gleichartiger Versuchsanordnung und 
unter Verwendung gleichartigen Froschmaterials bei rascher 
Reizung eine sehr betriachtliche Ammoniakbildung erfolgte, die 
bei langsamer Reizung so vollkommen ausblieb, dab die Versuche 
in langsamem Tempo geradezu als Kontrollversuche mitverwertet 
werden kénnen. Es erscheint mir als voéllig unerfindlich, wie 
Parnas an der Realitiit dieser Versuchsergebnisse zweifeln kann, 
und ich glaube, dab jeder, der die Tabellen der eben genannten 
Arbeit von M. Lehnartz einer Durchsicht unterzieht, sich meinem 
Urteil anschlieBen wird. 


*) Diese Z. 184, 183 (1929). 
*) Nicht 10 Versuchen, wie Parnas angibt. 
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Auf die von Parnas vorgenommeue, in seiner jiingsten Ar- 
beit verOffentlichte Nachpriifung unserer ‘l'empoversuche soll erst 
weiter unten genauer eingegangen werden. 

Bei einem Vergleich der von M. Lehnartz und der von 
Parnas und seinen Mitarbeitern ausgefiihrten Versuche (vgl. 
Tab. VI, 8.396 der Arbeit von Parnas und Mitarbeitern) zeigt 
sich besonders deutlich die Berechtigung meiner oben aus- 
gesprochenen Anschauung, daB die von meinen Mitarbeitern und 
mir angewandte Methodik es mit Sicherheit gestattet, relativ 
geringe Unterschiede im Ammoniakgehalt der beiderseitigen 
Gastrocnemien festzustellen, wiihrend mit der in Lemberg be- 
nutzten Methode nicht nur die Ermittlung geringer, sondern auch 
die eindeutige Feststellung sehr erheblicher Differenzen oft un- 
moglich ist. 

Voéllig verworfen werden von Parnas und seinen Mitarbeitern die 
friheren von M. Carstensen, H. Schumacher und mir ausgefihrten 
Tempoversuche. Parnas hebt einige UngleichmiBigkeiten in unseren 
damaligen Ergebnissen hervor, auf die wir bereits selber in unserer Arbeit 
hingewiesen hatten. Hauptsiichlich kommt er aber zu seiner Ablehnung 
auch dieser Ergebnisse wieder auf Grund der Fehlerrechnung, also der 
mathematischen Behandlung unserer Versuchsergebnisse. 

Dieser ,mathematischen* Kritik unserer Versuche 
durch Parnas sei eine besondere kurze Betrachtung ge- 
widmet. 

Nach lingeren, nicht ganz neuartigen allgemeinen Aus- 
fihrungen iiber die Fehlerrechnung wendet er diese Fehler- 
rechnung in recht eigenartiger Weise auf die von meinen Mit- 
arbeitern und mir gewonnenen Ergebnisse an. Die Grundlage 
fiir seine Berechnungsmethode bildet seine Annahme, daB die von 
uns gewonnenen ,,xRuheammoniakwerte“ von vornherein als nicht 
real, anders ausgedriickt, als falsch anzusehen seien. 

Angesichts der von uns mitgeteilten weitgehenden Uber- 
einstimmung der zahlreichen, an den beiderseitigen Ruhegastro- 
enemien vorgenommenen Kontrollversuche kann er zu dieser An- 
nahme freilich nur dadurch gelangen, dab er auBer der objektiven 
Unrichtigkeit unser Versuchsergebnisse auch meine und meiner 
Mitarbeiter subjektive Unzuverliissigkeit voraussetzt. 

Nur auf der ebengenannten Grundlage, das heiBt auf Grund 
der Annahme der v6lligen Unzuverlissigkeit aller unserer Be- 
stimmungen, kann Parnas dazu kommen, aus den verschieden- 
artigsten, von uns erhaltenen Ruhewerten gleichsam einen Brei 
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zu machen, in dem die unter verschiedensten Versuchsbedingungen 
gewonnenen Werte bis zur Unkenntlichkeit entstelit werden, ja 
geradezu verschwinden. 

Wenn die von uns gefundene grofe Verschiedenheit des 
Ammoniakgehaltes von Ruhemuskeln keine reale T'atsache, sondern 
nur ein Phantasiegebilde wire, so bediirfte es meiner Meinung 
nach iiberhaupt keiner mathematischen Methoden, um zu dem 
Urteil tiber sie zu kommen, zu dem Parnas nach seinen ,,Be- 
rechnungen“ gelanst. 

Ich fiihrte oben schon an, da eben in der aprioristischen 
Anschauung von Parnas, dab unsere Versuchsergebnisse unrichtig 
sind, und der Wahl dieser Anschauung als Berechnungsgrundlage 
elne petitio principil liegt. Will man die Fehlerrechnung aut 
unsere Versuche anwenden, so dart man das natiirlich nicht in 
der Weise tun, da8 man von vorneherein von der Anschauung 
ausgeht, daB unsere Ergebnisse bestimmt unrichtig sind, sondern 
man muB der Berechnung die von uns gemachten Angaben, solange 
sie nicht experimentell widerlegt sind, zugrunde legen. Wenn 
Parnas aus den auBerordentlich hohen Differenzen, die wir in 
unseren verschiedenen Ruheversuchen erhielten, und die als durch- 
aus real anzusehen sind, Durchschnittswerte errechnet, und diese 
auf Grund von Versuchen an verschiedenen Tieren gewonnenen 
Zahlen mit den Unterschieden im Ammoniakgehalt vergleicht, die 
wir in Versuchen an den rechten und linken Muskeln der gleichen 
Tiere nach verschiedenartiger biologischer Vorbehandlung erhielten, 
so vergleicht er natiirlich véllig inkommensurable Groében. 


Parnas hat gewiB recht, wenn er auf die Notwendigkeit hin- 
weist, daB die aus irgendwelchen experimentellen Befunden ge- 
zogenen SchluBfolgerungen mathematisch cinwandfrei sein miissen. 
Die von ihm benutzte Rechnungsmethode ist aber keine Mathe- 
matik; sie muB vielmehr ganz offen geradezu als MiB- 
brauch der Mathematik bezeichnet werden. 

Wie bereits oben ausgefiihrt, bildet die Grundlage unserer 
vergleichenden Ammoniakbestimmungen an Muskeln, die von den 
sleichen Tieren stammten und nach ihrer IJsolierung einer ver- 
schiedenen Vorbehandlung unterworfen waren, unsere Feststellung, 
daB bei gleichartiger Vorbehandlung die beiderseitigen Gastro- 
cnemien der gleichen Tiere weitgehend in ihrem Ammoniak- 
gehalt iibereinstimmen. Dicse Ubereinstimmung findet sich hei 
verschiedenartigstem absoluten Ammoniakgehalt. 
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Natiirlich weichen bei gleicher prozentischer Differenz zwischen 
den beiderseitigen Ammoniakwerten die auf die Muskeln bezogenen 
Differenzen bei hdherem Ammoniakgehalt der letzteren stirker von- 
einander ab, als bei niederem. Die gegebenen und allein zu- 
lissigen Vergleichswerte sind daher die in verschiedenen 
Versuchen getundenen prozentischen Differenzen der 
beiderseitigen Ammoniakwerte.!) Diese Differenzen sind in 
den simtlichen in Frage kommenden Experimenten iiber die 
Ammoniakbildung bei der Muskeltitigkeit in unseren ‘T'abellen 
errechnet. 

Wir haben friiher yon einer Berechnung von Mittelwerten abgesehen. 
Die Mittelwertberechnung ergibt zwar einen zahlenmiéBigen Ausdruck fiir 
die Beweiskraft unserer Versuche an sich, vermag aber in die meisten unserer 
Versuchsreihen keinen tieferen Kinblick zu vermitteln. Dies mége an einem 
Beispiel gezeigt werden. Aus der Tab. II der mit Riebeling und Selter 
veréffentlichten Arbeit®), welche 11 an Ruhemuskeln angestellte Kontroll- 
versuche umfabt, ergibt sich eine mittlere Differenz zwischen den beider- 
seits erhaltenen Ammoniakwerten von 1,84°/,.. In der Tab. III der gleichen 
Arbeit ist die Einwirkung liingere Zeit fortgesetzter Reizung auf den Ammoniak- 
gehalt dargestellt. Die mittlere Differenz zwischen den Ruhe- und Arbeits- 
werten betriigt 412°)... Geht hieraus auch ohne jeden Zweifel*) die starke 
Ammoniakvermehrung bei der Arbeit hervor, so gibt die Zahl doch keinen 
Aufschlul iiber die verschieden starke Einwirkung verschieden lange fort- 
gesetzter Reizung, wie sie unmittelbar aus der Tab. VI hervorgeht. 

Giinstiger fiir die Mittelwert- und auch fiir die Fehlerrechnung liegen 
die Verhiiltnisse in einigen anderen Versuchsreihen. 

Tab. I der Arbeit von Embden, Carstensen und Schu- 
macher ergibt fiir die Kontrollversuche eine mittlere Abweichung 
zwischen den beiderseits gefundenen Werten von 6,1°/,.4) Die 
Streuung des Mittelwertes betriigt 2,4°/,. Fiir die Reversions- 
versuche errechnet sich eine mittlere Abnahme des Ammoniak- 
gehaltes wiihrend der ersten Minute nach der Erschlaffung von 
45°/. Der Quotient aus dem Mittelwert der Reversionsversuche 
und der dreifachen Streuung des Mittelwertes der Kontrollversuche 


errechnet sich zu 6.5. 

1) Parnas legt allerdings seiner Kritik unserer, an Muskeln mit ganz 
verschiedenem Ammoniakgehalt gewonnenen Ergebnisse die auf dic Mus- 
kulatur bezogenen Werte zugrunde. 

2) Diese Z. 179, 153 (1928). 

‘) Parnas michte versuchen, selbst dieses Ergebnis als nicht beweis- 
kriiftig hinzustellen, 

4) Die in dieser Tabelle angegebenen prozentischen Differenzen wurden 
zum Zwecke des Vergleichs mit der Ammoniakabnahme in den Reversions- 
versuchen auf Prozente des gréBeren Wertes umgerechnet. 
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In der Tab. II sind gleichartige, wiibrend des niichsten Jahres 
wiederholte Versuche niedergelegt. Der Mittelwert der Differenz 
in den Kontrollversuchen betrug hier 2,9°/,, die Streuung des 
Mittelwertes 1,1°/,, die mittlere Ammoniakabnahme in den Rever- 
sionsversuchen 19°/, und der Quotient aus dieser mittleren Ab- 
nahme und der dreifachen Streuung des Mittelwertes der Kon- 
trollversuche 6,0. 


Die Fehlerrechnung beweist zwar fiir die Tab. 1 wie fiir die lab. LI, 
daB die bei den Reversionsversuchen gefundenen Unterschiede weit auber- 
halb der durch die beiderseitize Ungleichheit des Ammoniaks in den Kon 
trollversuchen gegebenen Fehlerméglichkeit liegen. Dagegen kommt in 
dieser Rechnung natiirlich nicht zum Ausdruck, daB die in der zweiten 
Tabelle niedergelegten Versuche noch schlagender als die der ersten Tabelle 
sind, weil von 13 Keversionsversuchen kein einziger miBlang, wiihrend von 
12 Reversionsversuchen der Tab. I einer keine auBerhalb der Fehlergrenze 
der Bestimmung gelegene Anderung im Ammoniakgehalt des spiiter ver- 
urbeiteten Muskels zeigte, und ein zweiter eine betriichtliche Zunahme des 
Ammoniaks. 

Fiir die Fehlerrechnung am giinstigsten liegen angesichts 
der Gleichartigkeit des Materials und der Versuchsanorduung 
sowie der Zahl der Versuche die von M. Lehnartz!) ausgefiihrten 
Experimente mit Reizung in verschiedenem ‘Tempo.’) 


Hier ergab sich fiir die sieben Kontrollversuche der Tab. | ein mitt- 
lerer Unterschied iin Ammoniakgehalt der beiden Muskeln von 6°, des 
kleineren Wertes. Ausgezeichnet ist die Ubereinstimmung des beiderseitigen 
Ammoniakgehaltes in den 15 Versuchen mit langsamer Reizung (Tab. II, 
{II und IV), trotzdem hier das Ergebnis durch einen einzelnen aus der 
Reihe fallenden Versuch, in dem der gereizte Muskel einen starken Minder 
gehalt an Ammoniak zeigte, beeintriichtigt wird. Die mittlere Differenz 
zwischen den langsam gereizten und den Ruhemuskeln betrigt 3,8°/, des 
kleineren Wertes. 

Die ganz einsinnig verlaufenen 7 Versuche init rascher Reizung zeigten 
einen durchschnittlichen Mehrgehalt des gereizten Muskels von 35°/, gegen- 
liber eine Abweichung von 6°/, des kleineren Wertes in den Koutroll- 
versuchen und einer Streuung des Mittelwertes von 1,3°/). Daraus errechnet 
sich fiir die Versuche im langsamen Tempo der Quotient aus dem Mittel- 
werte der Differenzen in den Hauptversuchen und der dreifachen Streuung 
des Mittelwertes in den Kontrollversuchen zu annihernd 1, wihrend die 
entsprechende Rechnung fiir die Versuche im raschen Tempo den Quo- 
tienten 8,8 ergibt. 

Hier sei noch mit einigen Worten auf jene Versuche ein- 


gegangen, die Parnas als Nachpriifung gerade der Arbeit von 





1) Diese Z. 184, 183 (1929). 
*) Parnas hilt diese Versuche fiir ebensowenig beweiskriiftig wie 
alle tibrigen. 
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M. Lehnartz anstellte. Die Fehlerrechnung tihrt ihn zu dem 
Krgebnis, dab man (mit seiner Methode) die Ammoniakbildung 
nach 100 Zuckungen nicht messen kann. 

Setrachtet man die von ihm angestellten 2+ Versuche (S. 396, 
‘Tab. VI) aber etwas niher, so sieht man, daf rein rechnerisch 
20mal der gereizte Muskel mehr Ammoniak als der ungereizte 
enthielt; 2mal war die Ammoniakmenge beiderseits gleich und 
2mal war rechnerisch weniger Ammoniak im gereizten Muskel 
vorhanden. In einem kleinen Teil der von Parnas ausgefihrten 
Versuche liegen die Unterschiede zwar innerhalb der Fehlergrenze 
auch unserer Methode, zum Teil iiberschreitet aber der Mehr- 
gehalt an Ammoniak im gereizten Muskel weitaus die stirksten 
von uns nach rascher Reizung erhaltenen Zunahmen, denn in 
den Versuchen, die Parnas im raschesten, von ihm benutzten 
Reiztempo ausfiihrte, betriigt trotz der wohl sicher durch die 
Unzulinglichkeit seiner Methode bedingten UngleichmaBigkeit der 
Resultate der mittlere Mehrgehalt an Ammoniak im gereizten 
Muskel nicht weniger als 59°/.. 

Der nahezu in allen Versuchen der Tab. VI von Parnas 
und seinen Mitarbeitern gefundene erhebliche Mehrgehalt des ge- 
reizten Muskels an Ammoniak scheint mir die Zunahme des 
Ammoniaks nach 100 Reizen trotz der Mangelhaftigkeit der an- 
gewandten Methodik zu beweisen oder doch héchst wahrscheinlich 
zu machen. Ich méchte hier also die chemische Methodik von 
Parnas gegen die mathematische des gleichen Autors in Schutz 
nehmen.!) 

Im iibrigen ist es wohl kaum noétig, die von Parnas an- 
gewandte Mathematik noch genauer zu charakterisieren, als es in 
den eben gemachten Ausfihrungen explicite und implicite ge- 
schehen ist. 

Parnas greift in seiner kiirzlich erschienenen Arbeit nicht 
nur die von meinen Mitarbeitern und mir verdffentlichten Unter- 


') Wenn Parnas auf 8. 378 die Nutzanwendung aus der Fehlerrech- 
nung zieht, es sei unwahrscheinlich, da8 bei Wiederholung der gleichen 
Versuchsreihen die Mittelwerte infolge zufiilliger Schwankungen um mehr 
als die 8faeche Streuung des Mittelwertes von diesem abweichen, so kann 
diese Anschaunng wohl unmdvzlich fiir die unter verschiedenen, durchaus 
nicht beherrschbaren Bedingungen so verschiedenartige lebendige Substanz 
zutretfen, Die Anschauung von Parnas wiirde sonst zu der Konsequenz 
fiihren, dab die Schwankungsbreite des Muskelammoniaks unter verschie- 
denen biclogischen Bedingungen in einem Abhingigkeitsverhaltnis yon der 


Fehlerrechnung steht. 
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suchungen iiber die Ammoniakbildung bei der Muskelkontraktion 
an, sondern auch eine Reihe unserer Arbeiten auf anderen Ge- 
bieten. Soweit es mir sachlich erforderlich erscheinen sollte, 
werde ich darauf bei passender Gelegenheit eingehen, ebenso, 
wie ich eine etwaige Erwiderung von Parnas auf meine eben 


gemachten Ausfihrungen dann aber auch nur dann — be- 
antworten werde, wenn sie sachlich neue Gesichtspunkte enthiilt. 

Auf mehr oder weniger persénlich gehaltene Angriffe des ge- 
nannten Autors gedenke ich weder an dieser Stelle, noch in Zu- 
kunft zu antworten. 

Allerdings muB ich hier eine Ausnahme machen: Parnas 
schreibt auf 8S. 371 Anmerkung 3: ,.Wir miissen uns der Ansicht 
vollstiindig anschlieBen, die Benedict und Nash vor kurzem 
ausgesprochen haben.!)“ Die genannten Autoren schreiben: ,,Qur 
experience with ammonia determination leads ut to state frankly, 
that the apparent accuracy of the method employed by Embden 
Riebeling and Selter is quite beyond our comprehension.“ 

Parnas schlieBbt hieran eine Berechnung, die als objektiv 
unrichtig bezeichnet werden muB, wenn er niimlich schreibt, dab 
bei Anwendung von 5 g Muskulatur und Titration mit n/300-Thio- 
sulfat oder Alkali die Titrationen auf 1/,,, ccm Titrierfliissigkeit 
iibereinstimmen miissen, trotzdem Benedict und Nash ganz 
richtig die maximale von Riebeling, Selter und mir in Tab. I] 
S. 153 unserer Arbeit gefundene Differenz mit 0,05°/, der Mus- 
kulatur angeben. Hieraus berechnet sich aber nicht, wie Parnas 
glauben machen will, eine Titrationsdifferenz von 0,01 cem, sondern 
eine solehe von 0,044 ccm oder bei Verwendung einer Mikro- 
biirette mit fein ausgezogener Troptspitze etwa 2 Tropfen ‘Ti- 
trationsdifferenz. 

Parnas hat doch sicher den auf unsere Ammoniakbestimmungs- 
methode beziiglichen Passus der erwihnten Arbeit von Benedict 
und Nash genau gelesen und muf bemerkt haben, dab die ge- 
nannten Autoren bei der Kritik unserer Befunde von 2 falschen 
Voraussetzungen ausgehen, nimlich erstens davon, dab wir keinerlei 
KiithlungsmaBnahmen angewandt hitten, und zweitens, daB wir zu 
unuseren Bestimmungen, die rechten und linken Schenkelmuskeln 
eines einzigen Frosches (,,the right and the left leg muscles from 
the same frog“) verwandt hitten. Wire es nicht loyaler von 
Parnas gewesen, auf diese Unrichtigkeit hinzuweisen? *) 





1) J. of biol. Chem. 82, 676 (1929). 
?) Biochem. Z. 228, 401 (1930). 
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An Benedict und Nash michte ich die Bitte richten, unsere 
Versuche genau mittels der in der Arbeit von Embden, Car- 
stensen und Schumacher angegebenen Methodik zu wieder- 
holen. Ich zweifle nicht daran, dab sie bei ausschlieBlicher Ver- 
arbeitung der auch von uns ausnahmslos benutzten. leicht isolier- 
baren Gastrocuemien zu denselben Ergebnissen wie wir kommen 
werden. Im iibrigen verweise ich die genannten Autoren auf die 
zahlreichen neuen, in der vorliegenden Arbeit mitgeteilten Kon- 
trollversuche. 

Die im Kampfe um den Chemismus der Muskelkontraktion 
segen mich und meine Mitarbeiter gerichteten Verdéffentlichungen 
-— und dies gilt nicht nur fiir die Arbeiten von Parnas!) — 
miissen zum T'eil nicht nur als in der Form verletzend, sondern 
auch in der Wiedergabe unserer Versuchsergebnisse oft als un- 
richtig bezeichnet werden. 

Ich méchte hoffen, daB mit der neuerlich erfolgten Klarung 
wenigstens einiger der umstrittenen Fragen auch dem wissen- 
schaftlichen Gegner mehr Verstiindnis entgegengebracht werden 
wird, um so mehr, als die jiingste Kntwicklung der Lehre vom 
Muskelchemismus den in unserem Institut erarbeiteten experi- 
mentellen Befunden und den daraus von uns abgeleiteten An- 
schauungen in vielen Punkten recht zu geben scheint. 

Unabhiingig von allem Persénlichen schépfe ich aber aus 
der Geschichte der Wissenschaft die Zuversicht, da& weder durch 
lgnorierung noch durch Diskreditierung, noch durch falschliche 
Darstellung auf die Dauer der Fortschritt wissenschaftlicher Er- 
kenntnis verhindert werden kann. 


') In der Monographie Meyerhofs: Die chemischen Vorgiinge im 
Muskel (Berlin, Verlag von Julius Springer 1930) ist die historische Ent- 
wicklung in wesentlichen Punkten durchaus unrichti¢ dargestellt, und 
namentlich sind die von meinen Mitarbeitern und mir gewonnenen Er- 
gebnisse, soweit tiberhaupt von ihnen Kenntnis genommen wird, 6fters 
ganz falseh wiedergegeben. 

Eine eingehend begriindete Richtigstellung meinerseits kann nur im 
Rahmen einer neuen Monographie erfolgen. 
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Untersuchung des Harns und Blutes von Octopus vulgaris 
auf Trimethylaminoxyd und Betain. 
Von 
F. A. Hoppe-Seyler und W. Linneweh, 


‘Aus der Zoologischen Station Neapel und dem Physiologisch-chemischen Institut 
der Universjiat Wiirzburz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, Januar 1031.) 


Vor kurzem wurde festgestellt, daB Trimethylaminoxyd als 
Stoffwechselendprodukt im Harn von Meeresteleostiern!) und von 
Selachiern’), nicht aber von SiiBwasserteleostiern?) auftritt. Schon 
friiher hatte sich ja gezeigt, daB diese von Suwa®*) im Kutscher- 
schen Laboratorium im Muskelextrakt eines Dornhais entdeckte 
Base, die spiter nur gelegentlich noch im Cephalopodenmuskel*) 
und dann im Heringsmuskelextrakt®) wiedergefunden wurde’), 
regelmaBig und in erheblicher Menge in den Muskeln von 
Selachiern und von Meeresteleostiern, nie aber in Extrakten von 
FluBfischmuskeln nachzuweisen war.®) Ebenso verhielt es sich 
mit dem Vorkommen von Trimethylamin’), dessen Vorhandensein 
im Seefischmuskel ja seit sehr langer Zeit bekannt ist‘), das aber 
wahrscheinlich zum gré8ten Teil erst nach dem Tode aus Tri- 
methylaminoxyd gebildet wird; wenigstens waren die Mengen von 
Trimethylamin im gut konservierten Blut und Harn von Selachiern 


auBerordentlich gering.’)**) Besonders konnte gezeigt werden, daf 





*) Identiseh wahrscheinlich mit einer von Suzuki und Mitarbeitern®) 
aus Muskeln von japanischen Riesenkrabben und von Pagrus major isolierten 
und als Canirin bezeichneten Base.) 

**) In letzter Zeit haben sich Kapeller-Adler und Krael') mit 
dem Trimethylaminoxyd beschiiftigt. Aus dem Auftreten von Trimethylamin 
im zweiten Destillat lipoid- und eiweiBfreier Muskelextrakte, die zuniichst 
mit starker Natronlauge verseift und destilliert, dann mit Zinkstaub und 
Natronlauge reduziert und wieder destilliert wurden, schlieBen sie auf das 
Vorhandensein und die Menge von Trimethyiaminoxyd, und finden, da8 auf 
diese Weise auch im Siugetiermuskel Trimethylaminoxyd nachzuweisen sei. 
Wie wir glauben, diirfte bei diesem Verfahren Trimethylamin aus anderen 
Substanzen abgespalten werden. Doch soll hierauf erst bei spiiterer Ge- 
legenheit genauer eingegangen werden. 
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das Trimethylaminoxyd wie der Harnstoff im Blut der Selachier 
in groBer Menge zuriickgchalten wird, neben diesem also als 
schwach dissoziierte ungiftige Base dahin wirkt, den osmotischen 
Druck des Blutes dem des elektrolytreicheren Meerwassers an- 
zugleichen. Auf die Vorstellung, daB das Vorkommen von Tri- 
methylaminoxyd in der Tierwelt nach dem, was wir bis jetzt 
wissen, in Beziehung zu einer ganz bestimmten Entwicklung der 
osmoregulatorischen Fihigkeiten zu stehen scheint, und auf die 
Bedeutung, die dieser Tatsache moéyvlicherweise fir die Kenntnis 
von den Bedingungen biologischer Methylierungsprozesse zukommen 
kann‘), soll hier nicht weiter eingegangen werden. 

Neben dein zu den obenerwihnten Versuchen verwandten 
Selachierharn hatten wir eine kleine Menge Cephalopodenharn 
gesammelt. Da ja Hentze (vgl. oben) aus Muskelextrakt von 
Oktopoden Trimethylaminoxyd isoliert hatte, untersuchten wir den 
Harn in der Erwartung, auch hier diese Base als Stoffwechsel- 
endprodukt zu finden. Merkwiirdigerweise lieB sich aber im Destillat 
des bei schwach alkalischer Reaktion im Vakuum destillierten 
Harns, wie im gleichen Destillat nach Reduktion mit Zinnchloriir 
und Salzsiiure, keine Spur von Trimethylamin nachweisen: die 
Destillate enthielten nur Ammoniak, — und auch bei der priipara- 
tiven Aufarbeitung konnte kein ‘Trimethylaminoxyd gefunden 
werden. Dagegen erhielten wir eine kleine Menge eines Gold- 
silzes, bei dem es sich nach Zusammensetzung und Verhalten 
wahrscheinlich um Betaingold handelte. Ein aihnliches Goldsalz 
war auch bei der Untersuchung der Selachierharne gelegentlici: 
in kleiner Menge — hier neben Trimethylaminoxyd — gefunden 
worden, doch war die Menge damals zur Reindarstellung und 
sicheren Identifizierung zu gering. Bei der aus Oktopodenhar 
von uns isolierten, etwas gréBeren Menge gelang es, die Zusammen- 
setzung des auch nach mehrmaligem Umkrystallisieren anscheinend 
noch nicht ganz reinen Goldsalzes durch Klementaranalyse so weit 
klarzustellen, daB mit groBer Walhrscheinlichkeit das Vorliegen 
von Betaingold angenommen werden konnte. Nachtriglich kamen 
uns aber Zweifel, ob der untersuchte Oktopodenharn nicht mig- 
licherweise durch Blut oder Sekrete verunreinigt war, da der von 
uns ermittelte Gehalt an Stickstoff um vieles héher lag, als nach 
den Angaben von Fiirth!) zu erwarten war. 

Wir haben deshalb weitere gréBere Mengen von Oktopoden- 
harn gesammelt, indem wir uns genau nach den Angaben von 
Fiirth richteten. Der so gesammelte Harn kann nicht durch 
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Blut oder Lymphe verunreinigt sein; auch die chemische Unter- 
suchung lift eine Beimischung von Blut ausschlieBen. Der Stick- 
stoffgehalt der einzelnen sorgfiltig enteiweiBten Mengen schwankte; 
besonders, wenn es sich um Harnmengen von einem einzigen Tier 
handelte, fanden wir gelegentlich ziemlich niedrige Werte, die 
aber alle wesentlich héher lagen, als die von vy. Fiirth veréffent- 
lichten. Wir mochten iibrigens diesen Differenzen, wie iiberhaupt 
allen Angaben iiber die quantitative Zusammensetzung von Okto- 
podenharn, der — wie auch in unserm Fall — aus lingere Zeit 
abgebundenen Nephridialsiicken der ‘Tiere gewonnen wurde, kein 
sehr groBes Gewicht beilegen, da Mayer und Rathery [zitiert 
bei J. Strohl?!*)] feststellten, daB Harnstoff und Kochsalz, die sie 
in derartige abgebundene Nierensiicke einfiihrten, nach einiger 
Zeit daraus verschwunden waren. Nach Strohl muB man mit 
der Moglichkeit einer Riickresorption, wie uns scheint, auch mit 
der eines Durchtritts von Wasser und gelésten Substanzen durch 
die diinne Membran der Nephridialsiicke rechnen. 

Ein Teil aller von uns gesammelten Oktopodenharnmengen 
wurde wieder auf Trimethylaminoxyd untersucht, auch hier stets 
mit negativem Ergebnis. Im Destillat einer gréBeren Menge wurde 
weiter vergeblich nach Trimethylamin gesucht, ebenso bei Destil- 
lation von 100 ccm Harn, die zunichst mit Zinnchloriir und Salz- 
siure reduziert worden waren. Auch im Blut von Oktopoden 
konnten wir kein Trimethylaminoxyd nachweisen. Diese Base 
scheint also jedenfalls nicht mit der Regelmibigkeit und in den 
Mengen wie bei Selachiern und Meeresteleostiern in den Kérper- 
fliissigkeiten der Oktopoden vorzukommen. Dafiir spricht auch 
der Umstand, daB bei einer Reihe von Untersuchungen in den 
letzten Jahren in den Muskelextrakten von Cephalopoden kein 
Trimethylaminoxyd isoliert worden ist.!* 14) 

Im Harn und im Blut der Oktopoden haben wir nebenbei 
untersucht, ob Harnstoff durch Spaltung mit Urease nachzuweisen 
war, da nach vereinzelten Angaben mit dem Vorkommen dieser 
Substanz gerechnet werden muBte [Literaturangaben vgl. 1") und !%)]. 
Wir fanden, wie die meisten Untersucher vor uns, keinen Anhalt 
fir das Vorhandensein von Harnstoff. Das scheint uns insofern 
bemerkenswert, als man an einen Zusammenhang zwischen dem 
Auftreten von Harnstoff und Trimethylaminoxyd denken kann, 
die nebeneinander in so groBer Menge in den Korperfliissigkeiten 
der Selachier vorkommen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCVI. 4 
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Zwei gréBere Mengen von Oktopodensammelharn verwendeten 
wir zur Untersuchung auf Betain. Aus beiden lieB sich wieder 
diese Verbindung in ausreichender Menge gewinnen und durch 
Analyse der Salze identifizieren. 

Neben Betain war regelmibig eine weitere Base vorhanden, 
deren Goldsalz von dem des Betains schwer zu trennen war. Die 
‘Trennung der beiden Verbindungen gelang auf Grund der ver- 
schiedenen Léslichkeit der Chlorhydrate in absolutem Alkohol. 
Mit der Untersuchung dieser letzten Base sind wir noch beschiftigt. 

Uber die Konzentration des Betains im Cephalopodenharn 
kénnen wir vorliutig keine genauen Angaben machen, da sich 
die neben ihm vorhandene Base Fiillungsmitteln gegeniiber ahnlich 
verhialt. 

Auch aus Oktopodenblut konnten wir Betain isolieren in einer 
Menge, die zur Analyse ausreichte. 

Im Cephalopodenmuskel ist diese Substanz, auf deren che- 
mische Beziehungen zum Cholin einerseits, zum Trimethylamin- 
oxyd und zum ‘Trimethylamin andererseits nur kurz hingewiesen 
sei, hiufig nachgewiesen worden!®?* 14), wie tiberhaupt in den 
Kérpertliissigkeiten von Avertebraten und Fischen.!*) Uber die 
Verbindungen, aus denen das Betain gebildet wird, wissen wir 
nichts Sicheres; am wahrscheinlichsten bleibt nach Engelands?” }°) 
Hypothese der biologischen Betainbildung aus Aminosiuren, dab 
sie in Pflanzen und Tier durch Methylierung aus Glykokoll ent- 
steht. Weiterhin wissen wir, wie beim Trimethylaminoxyd und 
T'rimethylamin, so auch beim Betain vorliufig nichts Genaues 
dariiber, ob und inwieweit diese Substanzen und ihre Vorstufen 
aus kérpereigenen Abbauprodukten gebildet werden. Hinsicht- 
lich der biologischen Bedeutung des Betains besteht Meinungs- 
verschiedenheit: Stanek!) nahm an, daf es ein immerhin wich- 
tiges intermediiires Stoffwechselprodukt der Ptlanzen sei, Schulze 
und Trier dagegen”) vermuteten, da es ein Stoffwechselend- 
produkt darstelle. Diese letzte Ansicht vertraten in bezug auf 
das Betain bei niederen Tieren Kutscher und Ackermann.*®) 
Im Stofiwechsel héherer Tiere kann Betain aber wenigstens zum 
Teil abgebaut werden.” ??) 

In diesem Zusammenhang diirfte es von Bedeutung sein, dab 
in den vorliegenden Versuchen nachgewiesen werden konnte, dab 
Betain im Harn von Cephalopoden ausgeschieden wird, hier also 
als Stoffwechselendprodukt auftritt. Damit soll nicht gesagt sein, 
da® ihm nicht abnlich wie das beim 'T'rimethylaminoxyd und Harn- 
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stoff in den Korpertliissigkeiten der Selachier der Fall ist, im 
Blut und in den Geweben der Oktopoden noch eine besondere 
biologische Bedeutung zukommt. 


Uber die Physiologie des Oktopodenharns, seine Zusammen- 
setzung und die in Betracht kommenden Literaturangaben finden 
sich ausfiihrliche Angaben bei v. Fiirth!!) und J. Strohl.!*) 


Experimenteller Teil. 


I. Oktopodenharn. 


Die ‘Tiere, ', bis 2 kg schwere Exemplare beiderlei Geschlechts yon 
Oktopus vulgaris, wurden am ersten Tag nach dem Fang im Golf von 
Neapel (d. h. in verschiedenem Erniihrungszustande) in einer Lésung von 
Magnesiumsulfat (4°/,) in Seewasser narkotisiert. Nach Durchtrennuvg des 
Muskelseptums im Mantelranm wurde der Mantel umgestiiipt, die beiden 
Offnungen der Nierensiicke wurden mit Seide abgebunden, yanz wie es fruher 
von Fiirth'') beschrieben hat. Das Einbinden von Kathetern in Verbindung 
mit schwimmenden GlasgefiBen und von Condomen bewiibrte sich nicht. 
Nach kurzer Zeit kiinstlicher Atmung erwachten die Tiere aus der Betiiubung. 
Etwa 20 Stunden nach Unterbindung der Urinarpapillen wurde der Harn 
mit einer stumpfen Glaskaniile entuommen. Das geschah etwa bei der 
Hilfte der Tiere in einer zweiten Magnesiumnarkose, bei der anderen Hilfte 
nach Entblutung. 

Der so gesammelte Harn enthielt, wie das bereits von allen friiheren 
Untersuchern festgestellt wurde, regelmiBig etwas Eiwei8 in wechselnder 
Menge, das beim Stehen mit Schwefelsiiure vollkommen ausfiel. Zur Konser- 
vierung wurden die einzelnen genau abgemessenen Mengen des Oktopoden- 
harnes mit ebenfalls genau bestimmten Mengen einer 4,5 normalen Schwefel- 
siiure bis zur bleibenden Congoreaktion versetzt. Vor der Analyse und 
Verarbeitung, die etwa 4—8 Wochen spiter durchgefiihrt werden konnten, 
wurden die einzeluen Harnmengen zweimal durch dichte, trockene Kieselgur- 
filter filtriert. Die Filtrate waren regelmiBig vollkommen eiweibfrei: sie 
gaben weder beim Kochen, noch mit Salpetersiure, Sulfosalicylsiiure, Trichlor- 
essigsiiure, Gerbsiiure oder Pikrinsiiure Triibungen oder Fillungen; sie ent- 
hielten viel Ammoniak, keine nachweisbaren Mengen von Nitraten oder 
Nitriten. Bei dem eben geschilderten Vorgehen hat man den Vorteil, die 
Mengen des zugesetzten Konservierungsmittels auch nachtriglich leicht be- 
stimmen und bequem beseitigen zu kéunen; gleichzeitig enteiweiBt man auf 
einfache Weise. Der Nachteil dieses Verfahrens liegt darin, daB leicht 
hydrolysierbare Verbindungen durch die Séure gespalten werden kénnen; 
das mu8 besonders bei Beurteilung der Ammoniakbestimmungen beriick- 
sichtigt werden, die ja aber in unserem Fall nur dazu dienen, den Nachweis 
etwa vorhandenen Trimethylamins und Trimetbylaminoxyds zu erméglichen. 
Fir den Nachweis und die Isolierung etwa vorhandenen Trimethylaminoxyds 
und Betains kénnen durch die Verwendung von Schwefelsiiure keine Nach- 
ieile entstehen. 

4* 
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A. Untersuchung desOktopodenharns auf Trimethylamin, 
Trimethylaminoxyd und Harnstoff. 
Bei der Untersuchung der enteiweiBten Filtrate hielten wir uns genau 


an das Verfahren, das in der friiheren Mitteilung iiber die Bestimmung von 
Trimethylaminoxyd in Haiharnen?) ausfiihrlich beschrieben wurde. Es 


wurden ausgefiibrt: 

1. Bestimmungen des Gesamtstickstoffgehaltes (,,Mikrokjeldahl“), 

2. Bestimmungen des Stickstoffes, der in Form von fliichtigen Basen 
vorhanden war (,,Vakuumdestillation“). 

3. Bestimmung des Stickstoffs, der in Form von fliichtigen Basen vor- 
handen war, nach Einwirkung von Urease (,,Urease“). 

4. Das gleiche nach Einwirkung von konzentrierter Salzsiiure in be- 
stimmter Menge bei 100° withrend 15 Minuten (,,Hydrolyse“). 

5. Das gleiche nach Einwirkung von Salzsiiure-Zinnchloriirreagens in 
gleicher Menge wie die Salzsiiure bei 4. und unter gleichen Bedingungen 


.,Reduktion“). 
Aus einer Differenz zwischen 3 und 2 wiirde sich in bekannter Weise 


der Harnstoffgehalt, aus einer solehen zwischen 5 und 4, die auf durch 
Reduktion entstehendes Trimethylamin zu beziehen wire, die Menge etwa 
vorhandenen Trimethylaminoxyds berechnen lassen. Alle Destillationen bei 
den Bestimmungen 2—5 wurden im Vakuum bei einem Druck von 20 bis 
30 mm Hg und einer Wasserbadtemperatur von 45° in der friiher be- 
schriebenen und nur in Kleinigkeiten verbesserten Apparatur ausgefiihrt. 

In der Tabelle I sind die Ergebnisse zusammengestellt. In 
Spalte b sind die Mengen Oktopodenharnes eingesetzt, die den zur 
einzelnen Bestimmung verwandten Mengen des schwefelsiiurehaltigen 
Kieselgurfiltrates entsprachen. Die in Spalte c zusammengestellten 
Werte (Verbrauch an n/100-Siure) sind im Falle der ,,Urease- 
bestimmungen* und der ,,Reduktionen“ regelmaBig um die Blind- 
werte der Urease bzw. des Zinnchloriir—Salzsiurereagenses korri- 
giert. Die Blindwerte der Mikrokjeldahlapparatur (0,02) und des 
Vakuumdestillationsapparates (0,05) wurden im iibrigen nicht 
beriicksichtigt. Bei den Harnen 11—14 handelte es sich um 
Mengen, die von je einem Exemplar gesammelt wurden. In allen 
anderen Fiillen um Mischharne von verschiedenen Tieren. 

Aus den Werten ergibt sich, daB der Prozentgehalt an Stickstofi 
in den Grenzen von 53 und 142 mg in 100 ccm schwankte, ein 
einzelner Wert (Harn 11) lag noch niedriger (27 mg). Harnstoff war, 
wie nach den Ergebnissen anderer Untersucher (11.12) zu erwarten 
war, auch in unseren Versuchen nicht nachzuweisen. ‘Trimethyl- 
aminoxyd war in bestimmbaren Mengen nicht vorhanden, wie sich 
beim Vergleich der Werte 4 (,,Hydrolyse*) und 5 (,,Reduktion“) zeigt. 

Um weiter zu priifen, ob nicht vielleicht bei der Unter- 
suchung gréberer Harnmengen Spuren von Trimethylaminoxyd 
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Mikrokjeldahl 

Vakuumdestillat 
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Mikrokjeldahl 

Vakuumdestillat 
Urease 
Hydrolyse 
Reduktion 


Mikrokjeldahl 
Vakuumdestillat 
Hydrolyse — 
Reduktion 








b 
Harn 


ecm 


0,49 

1,962 
1,962 
1,962 
1,962 


0,491 
1,954 
1,964 
1,964 
1,964 


0,479 
1,914 
1,914 
1,914 
1,914 


0,487 
1,948 
1,948 
1.948 
1,948 


0,468 
1,470 
1,870 
1,870 
1,870 


0,479 
1,914 
1,914 
1,914 
1,914 


0,472 
1,890 
1,890 
1,890 
1,890 


0,479 
1,916 
1,916 
1,916 
1.916 





” 
Verbraucht 
n/100-Siiure 


ecm 

2,83 2,81 
3,01 2,89 
2,97 2,94 
2,90 2,95 
8,12 2,98 
3,22 3,19 
2,87 2,83 
3,14 3,20 
8,25 3,25 
5.29 3,30 
3,58 3,62 
4,37 3,44 
3,53 3,50 
3,73 3,60 
2,02 2,53 
153 1,56 
186 1,84 
1,79 1,82 
1,92 1,93 
4,31 4,28 
3,72 3,61 
3,93 4,01 
4,07 4,02 
4,09 4,08 
3,92 3,90 
3,64 3,67 
3,82 3,82 
3,92 3,58 
3,86 3,84 
1,3 4,35 
3,73 = 3,80 
4,04 4,09 
4,07 4,09 
4,10 4,08 
4,3 1,37 
5,33 5,3 
5,81 93,79 
5,82 5,84 
3,85 3,99 





d 
N in 
100 cem Harn 
mg 
30,90 = 80,33 
21.49 20,63 
9187 91,01 
20,47 20,19 
104,7  105,9 
24.66 25,18 
72,49 72,77 
11,01 11,22 
129,0  128,1 
44,17 42,86 
114.6 1141 
26.64 26,86 
127,9 129,1 
27,65 28,16 
126,1 127, 
38,97 39,3 ; 
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Tabelle I (Fortsetzung). 

















al b ¢ d 
Verbraucht N in 
Verfahren Har 
” n/100-Siiure | 100 cem Harn 
ecm ecm mg 
(} 1. Mikrokjeldahl 0,484 4,91 4,91 | 142,2 142,2 
Oktop.- 2. Vakuumdestillat 1,934 4.98 4,73 36,07 34,26 
Harn ae 1,934 5,22 5,22 
T 4. Hydrolyse 1,934 5,25 5,28 
5. Reduktion 1,934 6,25 5,24 
1. Mikrokjeldahl 0,481 4,57 4,55 133,1 = 182,5 
Oktop.- 2. Vakuumdestillat 1,924 3,54 3.57 25,77 25,99 
Harn S. Ureste «.... 1,924 8.15 38,72 
9 4. Hydrolyse 1,924 8,83 3,87 
5. Reduktion 1,924 3,83 3,85 
| 1. Mikrokjeldahl 0,482 | 271 2,68 | 78,76 77,89 
Oktop.- 2. Vakuumdestillat 1,926 1,37 1,21 124 8,86 
Harn 4] 3. Urease ..... 1,926 1.33 1,30 
13 4. Hydrolyse 1,926 1,30 1,37 
5. Reduktion 1,926 | 1,25 1,23 
1. Mikrokjeldahl 0,481 3,13 3,10 91,20 90,28 
Oktop.- | 2. Vakuumdestillat 1,922 1,05 1,04 7,65 1,58 
Harn i eee 1,922 1,29 1,28 
14 | 4. Hydrolyse 1,922 | 1,29 1,25 
5. Reduktion 1,922 1,21 1,27 
Okt.-Harn 4 Mikrokjeldahl 0,482 2,83 2,83 82,25 82,25 
- D am 0,480 2,44 2,45 71,05 = 71,50 
, 8 : 0,483 | 3,31 3,31 96,00 96.00 
‘9 10 + 0.479 1,92 1,92 56,15 56,15 
, a 0,479 | 0,93 090 27,20 26,82 
, 12 ‘¢ 0,433 | 1,64 1,59 58,06 51,44 





zu finden sein wiirden, stellten wir die folgenden Versuche aun. 
bei denen wir im ersten Fall 60 ccm, im zweiten 105 ccm Okto- 
podenharn auf Trimethylamin und Trimethylaminoxyd in gleicher 
Weise und mit gleichem Ergebnis untersuchten. Wir beschriinken 
uns auf die Beschreibung des einen: 

50 cem von Harn 4 vereinigt mit 55 ccm Harn 8, zusammen 105 ecin 
Harn, wurden nach Beseitigung der Schwefelsiiure bei Magnesiumoxyd- 
alkalischer Reaktion zuniichst durch Vakuumdestillation unter gleichen Be- 
dingungen wie oben von fliichtigen Basen befreit Diese, in Salzsiiure auf- 
gefangen, wurden spiiter (vgl, Destillat 1) zur Untersuchung auf Trimethy!- 
amin verwendet Der Destillationsriickstand, nach Beseitigung des ungelésten 
Macnesiumoxyds und mit Waschwasser verdiinnt etwa 100 cem, wurde mit 
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10 cem Zinnchloriirreagens versetzt, 20 Minuten auf 100° erhitzt, nach Ab- 
kiihlen mit Natronlauge zur schwach sauren Reaktion gebracht, schlieBlich 
mit iiberschiissigem Magnesiumoxyd wie vorher im Vakuum destilliert In 
die vorgelegte Salzsiiure ging jetzt nur eine sehr geringe Menge stickstoft- 
haltiger Substanzen iiber. Da das so erhaltene Destillat 2 in das Trimethyl- 
amin hiitte iibergehen miissen, wenn Trimethylaminoxyd im Harn vorhanden 
gewesen wire, wurde genau auf 50 cem aufgefiillt. 


0,5 eem dieses Destillates mit Natronlauge dest. verbr. 0,33 cem n/100 
0.5ecem ,, 9 9 ” Pe » 0,32 eem Siure 


Das Destillat enthielt im ganzen als nur 4,6 mg Stickstoff. Es wurde 
auf dem Wasserbad zur Trockne gebracht. Von den trocknen Chloriden 
blieb nach dreimaligem Abtrennen von Ammoniumchlorid mit absolutem 
Alkohol ein sehr geringer, auch jetzt nicht vollkommen in Alkohol léslicher 
Teil tibrig, der in Tiipfelproben eine stark positive Nesslersche Reaktion 
und keine Fillung mit Goldchloridchlorwasserstoffsiiure gab. Die ganze 
Menge des so erhaltenen, in Alkohol am leichtesten lislichen Teiles der 
Chloride wurde fiir zwei Proben verwendet: mit Quecksilberjodidjodkalium- 
lésung in der von Weber und Wilson®’) zum Nachweis von Trimethyl- 
amin angegebenen Zusammensetzung entstand keine Fiillung, mit Jod- 
jodkaliumlésung nach Franzen™) fiel erst nach einigen Stunden eine ver- 
schwindend kleine Menge eines schwer léslichen Oles aus. 


Das obenerwihnte Destillat 1, genau auf 50 ccm aufgefiillt, 
wurde auf Trimethylamin untersucht: je 5,0 ccm wurden mit 0,2 g 
Quecksilberoxyd und einem Uberschu8 von Alkali zwei Standen 
stark geschiittelt, dabei ging der gesamte Stickstoff in die Fillung 
iiber, war also in Form von Ammoniak vorhanden. 


Tabelle II. 





Guenmsiiiiaiiitina 50 ecm 


| ; 
: davon mit verbraucht 
_ —" ‘ mit HgO 
davon _verdinnt auf iio NaQH dest. n/100-Siure 
geschiittelt | 
eem | ecm ecem cem 
i 
! | | 
1,0 as — | 4,82 
1,0 | — _— | — | 4,85 
3,0 50,0 +- 20,0 0,26 
5,0 50,0 a+ 20,0 0,24 


Die Hauptmenge des Destillates (38 ccm) — auch hier nach 
Kindampfen von Salmiak midglichst befreit durch mehrmaliges 
Aufnehmen mit absolutem Alkohol —, gab mit keinem der oben- 
genannten Fiallungsmittel fiir Trimethylamin Fallungen oder 
Triitbungen. 
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In 60 bzw. 100 com Oktopodenharn konnte also weder 'T'ri- 
methylaminoxyd noch Trimethylamin nachgewiesen werden. 


B. Untersuchung von Oktopodenharn aut Betain. 


1. Aufgearbeitet wurde zuniichst eine Menge, die 64 ccm 
Oktopodenharns entsprach und im Sommer 1929 in Neapel ge- 
sammelt worden war. Sie war wie oben beschrieben konserviert. 
Das Kieselgurtiltrat gab keine Eiweibreaktionen. Der enteiweiBte 
Harn enthielt, berechnet auf 100 ccm 113,1 mg Stickstoft, davon 
$4,0 mg in Form fliichtiger Basen. 


Die Hauptmenge der Schwefelsiiure wurde mit Bariumhydroxyd be- 
seitigt, der Harn mit einem Uberschu8 von Magnesiumoxyd durch Vakuum- 
destillation von fliichtigen Basen befreit, nach Abfiltrieren und Waschen des 
ungelésten Magnesiumhydroxyds in Gegenwart von 5 °/, Schwefelsiiure mit 
Phosphorwolframsiure ausgefiillt. Die nicht sehr reichliche Phosphor- 
woltramsiiurefiillung wurde nach 48 Stunden abgetrennt und griindlich mit 
5° ,iger Schwefelsiiure gewaschen — wobei ein Teil der Phosphorwolframate 
in Lésung ging —, und in bekannter Weise in eine Lésung der freien 
Basen verwandelt. Aus dieser fiel nach dem Einengen und nach quanti- 
tativer Beseitigung der Bariumreste bei Zusatz iiberschiissiger Salzsiure eine 
Spur einer schwerldslichen organischen Substanz aus, deren Menge zur 
weiteren Untersuchung nicht ausreichte (wohl Hypoxanthin, vgl. unten). 
Die gelésten Basenchloride gaben mit Goldchioridchlorwasserstoffsiure eine 
zuniichst lige, spiiter krystallisierende Fallung, die getrocknet 0,24 g wog. 
Beim Umkrystallisieren aus verdiinnter Salzsiiure fiel zuniichst wieder ein 
Teil als Ol, das allmihlich krystallisierte, der Hauptteil als hellgelbe, klein- 
krystalline Fallung. Die trocknen Krystalle schmolzen sehr unscharf zwischen 
205 und 210° und zersetzten sich bei 212°. 


Das Chloraurat wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt und 
iiber das Chlorid, das nicht krystallisierte, zuriickgewonnen. Nach 
einmaligem Umkrystallisieren aus verdiinnter Salzsiure enthielt 
es 42,7°'), Au. Nach zweimaligem Umkrystallisieren 42,62°/, Au. 
Nach viermaligem Umkrystallisieren aus verdiinnter Salzsiiure 
schmolz das trockene Salz bei 230° unter Zersetzung. Es bestand 
aus kurzen hellgelben Prismen und Plittchen, war nicht hygro- 
skopisch und roch beim Glihen stark nach Trimethylamin. 


1. 5,935 mg Substanz gaben 2,540 mg Au. 


2. 3,380 mg - » 1,450 mg Au. 

3. 8,400 ng ¥s ..  0,2332 cem N,, 20°, 751 mm Hg. 
4, 5,001 mg ‘ » 2,565 mg CO, und 1,29 mg H,O. 
5. 5,084 mg . »  2,595mg CO, ., 1,23 mg H,O. 


6. 3,097 mg " » 4,515 mg Ag. 


















Ne. 
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C,H, ,O,NHCIAuCl,. 
Ber. 43,14 "ls Au 3,07 dP N 13,138 "le c; 2,71 od H 9,86 0 A (N-)CH, 
Gef. 42,80 3,20 13,99 2.89 9,32 
42.90 — 13,93 2:73 — 


Nach diesen Analysenergenissen handelt es sich wahrscheinlich 
um Betainchloraurat. Allerdings war die Krystallform nicht typisch 
und die Gold- und Kohlenstoffwerte stimmten nicht recht. Die Er- 
klirung hierfiir glaubten wir in den Angaben von E. Fischer?) 
R. Willstitter*) und H. Stolzenberg?’) itiber wechselnde Zu- 
sammensetzung von Betainchlorauraten, besonders iiber deraruge 
Verbindungen des Betains mit zu niedrigem Goldgehalt, zu finden. 
Wie sich spiiter zeigte, lag die Ursache in unserem Fall jedoch 
wahrscheinlich darin, daB trotz haufigem Umkrystallisieren und 
Gleichbleiben der Goldwerte die Substanz nicht ganz rein war. 

2. Bei der zweiten Aufarbeitung verwendeten wir 500 ccm 
eines Gemisches von enteiweibtem Oktopodenharn [. und II. (vgl. 
Tabelle I), die mit 25 ccm 50°/,iger Schwefelsiiure und 150 ccm 
Phosphorwolframsiiure versetzt wurden. Das Phosphorwoliramat 
wurde wie oben verarbeitet, die kohlensaure Loésung eingeengt 
und genau auf 200 ccm aufgefiillt. 

Ein kleiner Teil dieser Lésung diente zur nochmaligen Unter- 
suchung auf Trimethylaminoxyd, die wie oben beschrieben aus- 
gefiihrt wurde. 


Tabelle III. 


Basenlésung 200,0 cem. 





Basen- Verbraucht N in 
Verfahren lésung | n/100-Saure 200 cem 
eem eem ng 
Mikrokjeldah] . . . . ... . 0,5 2,53 141,8 
1,0 5,10 142,9 
1,0 5,12 143,4 
Hydrolyse mit 1 cem konz. HCl . 5,0 0,62 
Reduktion mit 1 cem SnCl,-Reagens 5,0 0,55 











Auch hier lieB sich kein Trimethylaminoxyd nachweisen. Der 
Hauptteil der Basenlésung wurde nach Beseitigung von Barium- 
resten bis zum diinnen Sirup eingeengt. Beim Versetzen mit 
iiberschiissiger Salzsiiture entstand eine schwer lésliche Fillung 
eines krystallinen Chlorides, die abgetrennt wurde. 
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ts handelt sich um das Chlorhydrat des schon von v. Fiirth") im 
Oktopodenharn nachgewiesenen Hypoxanthins, das sich beim Umkrystal- 
lisieren aus Wasser unter Abscheidung von freier Base zersetzte Zur 
sicheren Identifizierung wurde ein Teil dieser Substanz in warmer ver- 
diinnter Salzsiure gerade gelést, und mit Goldchloridchlorwasgserstoffsiure 
versetzt. Nach einiger Zeit schieden sich die typischen rétlichgelben 
Krystalle des reguliiren Hypoxanthinchloraurates**) ab, die einmal aus ver- 
diinnter Salzsiure umkrystallisiert und getrocknet wurden. Sie verloren bei 
100° im Vakuum ihr Krystallwasser.”®) Die krystallwasserfreie Verbindung 
schmolz bei 247—249°. 


~ 


7. 11,945 mg Substanz gaben 4,945 mg Au. 


8. 16,675 mg - » 6,935 mg Au. 

9, 9,480 mg “ » 0,923 ecm Ny, 15°, 756 mm Hg. 

10. 10,180 mg * »  0,9898 ccm N,, 15°, 756 mm Hg. 
C,H,ON,HCIAuCl, Ber. 41,42 °/, Au 11,77°/, N 


Gef. 41,40, 41,59°), Au 11,48, 11,52°/, N. 


Aus der ersten Mutterlauge des Hypoxanthinchlorhydrates, 
welche die in Salzsiiure leicht léslichen Basenchloride enthielt, 
erhielten wir wie oben eine 6lige Fillung von Chlorauraten, die 
allmiihlich krystallisierte, und die wiederum nach dem Abtrennen 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt und aus dem Chlorhydrat zuriick- 
gewonnen wurde. Nach 38maligem Umkrystallisieren aus ver- 
diinnter Salzsiiure enthielt die jetzt kleinkrystalline, sorgfiltig 
getrocknete Substanz 42,0°/, Au. Sie wurde mit ihren drei 
letzten Mutterlaugen vereinigt und mit Schwefelwasserstoff zer- 
setzt. Aus der salzsauren Lésung krystallisierten beim vorsichtigen 
Kinengen einige zerflieBliche Krystalle. Diese Krystallisation 
vermehrte sich beim Zusatz von absolutem Alkohol. Ks wurde 
daher durch Versetzen mit viel absolutem Alkohol aufgeteilt in 
einen in Alkohol schwer léslichen und einen in Alkohol leicht 
léslichen Teil der Chlorhydrate. Uber die Untersuchung des 
zweiten Teiles soll hier nicht weiter berichtet werden. Der erste 
in Alkohol schwer lésliche Teil enthielt das Betainchlorbydrat. 
Er wurde in verdiinnter Salzsiiure gelést und mit Goldchlorid- 
chlorwasserstoffsiiure gefillt. Die entstehende Fiallung erschien 
nach dem Umkrystallisieren in der typischen Form des Betain- 
chloraurates, in diinnen glitzernden Plittchen. Zweimal aus ver- 
diinnter Salzsiiure umkrystallisiert, schmolz die trockene Substanz 
bei 2341—235° unter Zersetzung, sie roch beim Veraschen nach 
‘T'rimethylamin. 

11. 14,560 mg Substanz gaben 6,270 mg Au. 


12. 5,981 mg ” » 2,079 mg Au. 
13. 15,358 mg ” . 09,4508 cem N, (17°, 749 mm). 
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14. 5,869 mg Substanz gaben 2,850 mg CO, und 1,41 mg H,0. 


15. 5,981 mg - » 2,910mg CO, ,, 1,44 mg H,O. 
C,H,,O,NHCIAuCl, 
Ber. 43,14°/, Au 3,07°, N 18,18 °/, C 271°), Hi 
Gef. 438,06 3,40 13,25 2,69 
» 48,12 — 13,27 2,69 


Es handelte sich ulso um reines Betainchloraurat. 


3. Zur dritten Aufarbeitung diente ein Gemisch von ent- 
eiweiBtem Oktopodenharn III und IV, das zusammen 535 ccm 
Harn entsprach. Wie vorher wurde mit Phosphorwolframsiiure 
in schwefelsaurer Lésung gefillt und aus dem Phosphorwolframat 
die Lésung der freien Basen gewonnen, Diese wurde bei 40° 
zum diinnen Sirup eingeengt, mit etwa der 10fachen Menge 
absoluten Alkohols von der Hauptmenge des Hypoxanthins (und 
etwas Kaliumcarbonat) befreit, nach Abdampfen des Alkohols und 
vorsichtigem Kinengen auf 5ccm, mit 0,25 ccm 50°/,iger Schwefel- 
siiure und so lange mit frisch gefiilltem natrium- und nitratfreiem 
Silberoxyd versetzt, bis keine weibe Fiaillung mehr entstand. Auf 
diese Weise wurden die Reste von Hypoxanthin abgetrennt. Aus 
dieser Silberfallung und aus der mit Alkohol zuerst abgetrennten 
Menge erhielten wir 0,95 g Hypoxanthin. 

Das Filtrat der Silberfiillung wurde mit Salzsiure unter 
Verwendung eines geringen Uberschusses vom Silber, dann mit 
Bariumhydroxyd quantitativ von Schwefelsiiure befreit. Aus der 
salzsauren Lésung fillten wir nach Einengen bei 40° die Chlor- 
aurate — die Fiallung wog trocken 1,49 g —, zersetzten diese 
mit Schwefelwasserstoff und erhielten bei vorsichtigem Kinengen 
der salzsauren Lisung und nach Zugabe von absolutem Alkohol 
Krystalle, die abgesaugt und 2mal aus wenig Wasser umkrystalli- 
siert wurden. Die trockene Substanz schinolz bei 229—231° 
unter Zersetzung. 


16. 14,835 mg Substanz gaben 13,860 mg AgCl. 


17. 6,930 mg ‘s " 6,520 mg AgCl. 

18. 8,640 mg ‘4 + 0,6615 eem N, (19°, 757 mm). 

19. 5,690 mg - - 0,4459 cem N, (19°, 757 mm). 

20. 4,778 mg Fs rn 6,850 mg CO, und 3,37 mg H,O. 
21. 4,651 mg ‘i . 6,675 mg CO, ,, 3,27 mg H,0. 
22. 4,608 mg ‘s » 18,985 mg AgJ. 

C;H,,0O,NHC1 
Ber. 23,08, Cl 9,12°/, N 39,06°%, C 17,87°,, H 29,34°/, (N-)CH, 


Gef. 23,17 8,92 39,11 7,89 26,28 
23,27 9,12 39,16 ; 
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Die zweite und dritte Mutterlauge dieses Chlorhydrates wurden 
mit Goldchloridchlorwasserstoffsiure ausgefillt. Das so erhaltene 
Chloraurat verhielt sich wie das des Betains und schmolz nach 
2 maligem Umkrystallisieren aus verdiinnter Salzsiure und Trocknen 
bei 235—237° unter Zersetzung. 


23. 10,750 mg Substanz gaben 4,655 mg Au. 


24. 12,625 mg ‘ » 9,490 mg Au. 
25, 15,310 mg m 5 0,4459 com N, (19°, 755 mm). 
26. 10,505 mg ss »,  0,3038 eem N, (19°, 755 mm). 
C.H,,0, NHCIAuCI, Ber. 43,14°/, Au 3,07 */, A 
Gef. 43,30, 43,17°), Au 8,38. 3,36°/, N 


Aus drei verschiedenen Mengen von Oktopodenharn konnte 
also regelmiibig Betain abgetrennt werden. Uber die Menge des 
Retains im Harn lat sich auf Grund dieser Versuche nichts 
Sicheres sagen, da die Aufarbeitung mit Verlusten verbunden ist. 
Die erste, aus den Basenchlorhydraten ecrhaltene Goldfallung 
scheint zu mehr als 50°/, aus Betainchloraurat zu bestehen. 


II. Untersuchung von Oktopodenblut. 


Das Blut der Oktopoden wurde gewonnen, indem in die nach Durch- 
schneiden des Mantelmuskels freigelegte Aorta der Tiere eine Glaskaniile 
eingebunden wurde. Das aufgefangene Blut mufte, bevor wir Schwefel- 
giure zum Konservieren zusetzten, mit der doppelten Menge destillierten 
Wassers verdiinnt werden, da es sonst bei Zusatz von Siiure durch aus- 
fallendes KiweiB breiartige Konsistenz anuahm. Das aus der verdiinnten 
Lésung mit Schwefelsiure ausgefiillte Eiwei8 wurde wieder durch Filtration 
durch zwei dichte, trockene Kieselgurfilter abgetrennt. 


A. Untersuchung des Blutes auf Trimethylaminoxyd 
und Harnstoff. 

Die gallertige KiweiBfallung liBt sich sehr schwer durch 
Filtrieren oder Zentrifugieren vollkommen abtrennen und aus- 
waschen. Wir haben daher zu den folgenden Versuchen die 
Mengen der Kieselgurfiltrate verwendet, die ohne weiteres durch 
Absaugen uid ohne Nachwaschen zu gewinnen waren. Diese 
Kiltrate waren eiweiBfrei. Auf Grund der erhaltenen Werte Jibt 
sich danach nichts itiber die absolute quantitative Zusammen- 
setzung des Oktopodenblutes aussagen. Die Untersuchung aut 
Trimethylaminoxyd und Harnstoff wurde, wie beim Oktopoden- 
harn geschildert, durchgeftihrt, die Analysenwerte sind in Tab. IV 
zusammengestellt. 
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Tabelle LV. 

















a b c 
Verfahren Filtrat , crane 
n/100-Siiure 
ecm cem 
. Mikrokjeldahl .. . 0,5 1.43 1,40 1,41 
Oktop.- 2. Vakuumdestillat . . 10,0 1,52 
Blut BS. renee. «2.6 es. 10,0 1,56 
I 4. Hydrolyse ..... 10,0 2,14 
5. Reduktion ..... 10,0 2,06 
Okto 1. Mikrokjeldahl ... 0,5 0,39 0,36 
te 2. Vakuumdestillat . . 10,0 1,05 1,04 
IV 4. Miydvoigse ..... 10,0 1,13 
5. Reduktion ..... 10,0 1,14 
Gi. 1. Mikrokjeldahl .. . 0,5 0,26 0,24 
But 2. Vakuumdestillat . . 10,0 0,93 0,90 
4, Hydrolyse ..... 10,0 1,02 
5. Reauktion ..... 10,0 1,02 
1. Mikrokjeldahl .. . 0,5 0,38 0,42 
Oktop.- | 2. Vakuuindestillat . . 10,0 1,10 1,18 
7 8. Urease ....... 10,0 1,49 1,42 
| 4. Hydrolyse ..... 10,0 1,24 1,20 
5. Reduktion ..... 10,0 1,26 1,30 


Weder Harnstoff noch Trimethylaminoxyd waren danach in 
Mengen, die mit den angewandten Verfahren nachzuweisen ge- 
wesen wiiren, vorhanden. 

Das Untersuchungsmaterial reichte nicht aus, um iihnlich, 
wie das beim Harn ausgefiihrt wurde, gréBere Mengen des Blutes 
auf Trimethylaminoxyd zu untersuchen. 


B. Untersuchung des Oktopodenblutes auf Betain. 


Der Hauptteil der gesammelten und wie oben beschrieben 
analysierten Blutmengen, zusammen 1,9 Liter, die also etwa 
600 ccm Blut entsprachen, wurden zweimal durch Kieselgur fil- 
triert. Nach Auswaschen der Eiweiffillung wurden Waschwasser 
und Filtrat vereinigt. Die so erhaltene, stark schwefelsaure 
Lésung wurde von Kupfer (abgespalten aus Himocyanin) mit 
Schwefelwasserstoff befreit, nach Beseitigung des Schwefelwasser- 
stoffs bis zur schwach sauren Reaktion mit Baryt versetzt und 
auf etwa 150 ccm eingeengt. In diese fillten wir nach Zusatz 
der entsprechenden Menge Schwefelsiure mit Phosphorwolfram- 
siure und gewannen aus dem Phosphorwolframat in bekannter 
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Weise die freien Basen, aus deren Lésung, mit Schwefelsiure 
neutralisiert, beim Einengen zuniichst etwas Kaliumsulfat krystalli- 
sierte. Nach Beseitigung der Schwefelsiiure konnte aus der kohlen- 
sauren Lisung mit absolutem Alkohol reichlich Kaliumcarbonat 
abgetrennt werden. Das Filtrat hiervon wurde mit alkoholischer 
Pikrinsiurelésung versetzt. Das dabei erhaltene Pikrat bestand 
vor allem aus Kaliumpikrat, daneben fanden sich nach Zersetzung 
und Uberfiihrung in die freien Basen nur sehr geringe Mengen 
organischer Substanzen, die nicht weiter untersucht werden konnten. 

Das Filtrat dieser Pikratfaillung enthielt die Hauptmenge 
des Betains. Die Lésung wurde in Gegenwart von Schwefelsiure 
mit Benzol von Pikrinsiiure befreit, nach Beseitigung der Haupt- 
menge der Schwefelsiure bei schwach saurer Reaktion auf etwa 
5 ccm eingeengt und, wie oben geschildert, durch eine Fiallung mit 
frisch gefalltem Silberoxyd in schwefelsaurer Lésung gereinigt. 
Aus dem Filtrat dieser sehr geringen Silberfallung erhielten wir 
vach Beseitigung des Silbers und der Schwefelsiure und nach 
Einengen der schwach salzsauren Lésung mit Goldchloridchlor- 
wasserstoffsiure eine kleinkrystalline, kisige Fallung, die trocken 
0,71 g wog. 

Die daraus dargestellten Chlorhydrate lieBen sich wieder 
durch Aufnehmen mit absolutem Alkohol aufteilen. Der in Alkohol 
schwer lésliche Teil bestand auch hier aus Betainchlorhydrat, das, 
dreimal aus Wasser umkrystallisiert und getrocknet, bei 227—229° 
unter Zersetzung schmolz. 


27. 6,130 mg Substanz gaben 5,670 mg AgCl. 


28. 6,140 mg »  0,4851 cem N, (19°, 746 mm). 
C,H,,0,NHCl Ber. 23,08 °/, Cl 9,12°/, N 
Gef. 22,88 9,07 


Aus einem Teil des Chlorides stellten wir das Goldsalz her. 
Ks sah aus wie Betainchloraurat, war nicht hygroskopisch, roch 
beim Veraschen nach Trimethylamin und schmolz zweimal aus 
verdiinnter Salzsiure umkrystallisiert und getrocknet unter Zer- 
setzung bel 232—235°. 

29. 9,870 mg Substanz gaben 4,260 mg Au. 


30. 10,280 mg is 5 4,420 mg Au. 

31. 17,880 mg n .  0,4684 eem N, (19°, 746 mm). 

C,;H,,0,NHCI-AuCl, Ber. 43,14 °/, Au 3,07 °/, N 
Gef. 43,16, 43,00 3,01 


Auch aus dem Blut von Oktopoden konnte also Betain iso- 
liert werden. 
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Zusammenfassung. 


In drei Mengen von Oktopodenharn, die von verschiedenen 
‘ieren gewonnen wurden, und im Blut konnte Betain nachgewiesen 
werden. Die Substanz tritt hier also als Stoflwechselendprodukt 
auf. Das ist von Bedeutung fiir die Kenntnis der Biologie yon 
3etainen und nahestehenden Verbindungen. 

Weder ‘Trimethylamin noch Trimethylaminoxyd waren in 
einer der zahlreichen darauf untersuchten Harnmengen vorhanden. 

Auch im Blut der Oktopoden konnte kein Trimethylaminoxyd 
nachgewlesen werden. 

Die Angaben anderer Autoren iiber das Vorkommen von 
Hypoxanthin und das Fehlen von Harnstotf im Harn von Okto- 
poden wurden bestitigt. 


Die vorliegende Untersuchung wurde mit Mitteln der For- 
schungsgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und mit beson- 
derer Unterstiitzung durch die Gesellschaft zur Férderung der 
Wissenschaften bei der Universitiit Wiirzburg ausgefiihrt. Die 
Gesellschaft Deutscher Naturforscher und Arzte  stellte ihren 
Arbeitsplatz an der Zoologischen Station in Neapel zur Verfiigung. 
Ihnen, wie namentlich noch Herrn Professor Dr. R. Dohrn in 
Neapel, méchten wir an dieser Stelle unseren Dank aussprechen. 
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Zur Kenntnis der physiologischen Wirkungen der Co-Zymase. 
Von 
Sven Gard. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat und dem Pharmakologischen Institut 
des K. Karolinischen Instituts Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Januar 1931, 


Durch die biochemischen Forschungen der allerletzten Jahre 
sind die friiher verhiltnismiBig wenig beachteten Spaltprodukte 
der Nucleinsiuren, die Nucleotide und Nucleoside, in den Vorder- 
grund des Interesses getreten. Insbesondere ist erkannt worden, 
daB Adenylsauren physiologisch wichtige Rollen spielen. 

Adenylsiuren iibereinstimmender elementarer Zusammen- 
setzung sind einerseits aus Hefe, andererseits aus tierischem 
Muskel und anderen Organen isoliert worden, aber die beiden 
dabei gewonnenen Ko6rper verhalten sich in ihrer Wirkung so 
verschieden, daB Levenes!) aus chemischen Beobachtungen ge- 
zogener SchluB, es handle sich hierbei um Strukturisomere, recht 
wahrscheinlich ist. An die genannten Adenylsiiuren aus Hefe 
und Muskel reiht sich als dritte, mit obigen sicher nicht identische 
Substanz noch die Co-Zymase, welcher nach den Analysen von 
Myrback?) an Priaparaten von ACo > 100000 die Zusammen- 
setzung einer Adenylsiure zuzukommen scheint. Die Verschieden- 
heit der beiden erstgenannten Adenylsiuren ist um so bemerkens- 
werter, als die von Meyerhof?) in tierischen Geweben gefundene, 
spiiter hier ziemlich weitgehend gereinigte Co-Zymase aus Muskel *) 
allem Anschein nach mit der Hefen-Co-Zymase identisch ist. 

Uber die Wirkungen der Muskeladenylsiiure haben besonders 
Kmbden und Meyerhof und ihre Mitarbeiter interessante An- 


gaben gemacht. 

') Vgl. Diese Z. 179, 243 u. zw. 268 (1928). 

*) Euler u. Myrbick, Diese Z. 184, 163 (1929); 190, 93 (1930). 
*) Meyerhof, Diese Z. 102, 1 (1918). 

*) Euler u. Gard, Sv. Kem. Tidskr. 40, 99 (1928). 

HoppesSeyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCVI. a 
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Zur Kenntnis der physiologischen Wirkungen der Co-Zymase. 
Von 
Sven Gard. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat und dem Pharmakologischen Institut 
des K. Karolinischen Instituts Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Januar 1931. 


Durch die biochemischen Forschungen der allerletzten Jahre 
sind die friither verhiltnismiBig wenig beachteten Spaltprodukte 
der Nucleinsiiuren, die Nucleotide und Nucleoside, in den Vorder- 
grund des Interesses getreten. Insbesondere ist erkannt worden, 
daB Adenylsauren physiologisch wichtige Rollen spielen. 

Adenylsiuren iibereinstimmender elementarer Zusammen- 
setzung sind einerseits aus Hefe, andererseits aus tierischem 
Muskel und anderen Organen isoliert worden, aber die beiden 
dabei gewonnenen Korper verhalten sich in ihrer Wirkung so 
verschieden, daB Levenes!) aus chemischen Beobachtungen ge- 
zogener SchluB, es handle sich hierbei um Strukturisomere, recht 
wahrscheinlich ist. An die genannten Adenylsiuren aus Hefe 
und Muskel reiht sich als dritte, mit obigen sicher nicht identische 
Substanz noch die Co-Zymase, welcher nach den Analysen von 
Myrback?) an Priaparaten von ACo > 100000 die Zusammen- 
setzung einer Adenylsiure zuzukommen scheint. Die Verschieden- 
heit der beiden erstgenannten Adenylsiuren ist um so bemerkens- 
werter, als die von Meyerhof?) in tierischen Geweben gefundene, 
spiiter hier ziemlich weitgehend gereinigte Co-Zymase aus Muskel*) 
allem Anschein nach mit der Hefen-Co-Zymase identisch ist. 

Uber die Wirkungen der Muskeladenylsiiure haben besonders 
Kmbden und Meyerhof und ihre Mitarbeiter interessante An- 
gaben gemacht. 


') Vgl. Diese Z. 179, 243 u. zw. 268 (1928). 

*) Euler u. Myrbick, Diese Z. 184, 163 (1929); 190, 93 (1930). 

‘) Meyerhof, Diese Z. 102, 1 (1918). 

*) Euler u. Gard, Sv. Kem. Tidskr. 40, 99 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCVI. » 
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Embden und seine Mitarbeiter?) entnehmen ihren Versuchen, 
daB Adenylsiure im titigen Muskel Ammoniak abspaltet und dabei 
in Inosinsiure iibergeht. Diese Ammoniakbildung ist demnach eine 
regelmibize Teilreaktion des Arbeitsstuifwechsels, welche neben 
der Milchsiurebildung, wenn auch unter gréBeren Schwankungen, 
einhergeht. Dieser wichtigen Deutung der NH,-Bildung im Muskel 
schlieBt sich nach anfinglicher Opposition (1927) nunmehr (1929) 
auch Parnas’), an. Das einmal gebildete Ammoniak verschwindet 
nicht mehr, aber eine Resynthese der Adenylsiure findet statt 
unter Desaminierung anderer N-haltiger Stoffe. Spaltung und 
Resynthese der Muskeladenylséure sind mit dem Kohlenhydrat- 
stoffwechsel des Muskels verkniipft, in welcher Weise dies aber der 
Fall ist, dariiber konnten bisher nur Vermutungen geiiuBert werden.®) 

G. Schmidt‘) hat in Embdens Laboratorium die enzyma- 
tische Ammoniakabspaltung qualitativ untersucht und dabei ge- 
zeigt, daf nur die Muskeladenylsiure und das Adenosin, und zwar 
durch verschiedene Desamidasen, leicht spaltbar sind, wogegen 
Hefenadenylsiure, Adenin und Guaninderivate enzymatisch ihre 
NH,-Gruppe nicht oder nur sehr schwer gegen OH austauschen. 

Drury und Szent-Gyérgy’) entdeckten, daB Ausziige des 
Herzmuskels eine spezifische Wirkung auf das Meerschweinchen- 
herz in situ ausiibten. Bei der niheren Verfolgung dieses Be- 
fundes konnten sie als wirksame Substanz Adenylsiure isolieren. 
Die physiologische Wirkung ist die folgende: kleine Mengen (0,2 mg) 
Adenylsiiure rufen, intravenés eingespritzt, schwere Uberleitungs- 
stérungen hervor. Die Dauer des auftretenden Herzblocks steht 
zur eingespritzten Menge in genauem Verhiltnis. Dieselbe Wir- 
kung wird auch bei anderen Tieren beobachtet, doch sind die er- 
forderlichen Dosen betrichtlich gréBer, fiir Kaninchen z. B. 100 mg 
und mehr. AuBer der Rhythmusiinderung treten auch andere Er- 
scheinungen auf: eine Erweiterung der CoronargefiBe und durch 
den dabei bewirkten KurzschluB des Coronarkreislaufes eine Druck- 
steigerung und Blutstauung des Lungenkreislaufes. Dies bewirkt 
auch wiederum eine Drucksenkung in der Aorta. Die gleiche 

') Embden u. Zimmermann, Diese Z. 167, 137 (1927); Embden, 
Riebeling u. Selter, Diese Z. 179, 149 (1928); Embden, Klin. Wochschr. 
9, 1337 (1930); siehe auch Bethe, Naturw. 18, 678 (1930). 

*) Parnas u. Mozolowski, Biochem. Z. 184, 399 (1927); Parnas, 
Biochem. Z. 206, 16 (1929); Parnas u. Mitarb., ebenda 228, 366 (1930). 

*) Euler u. Nilsson, Diese Z. 195, 273 (1931). 

4) Schmidt, Diese Z. 179, 243 (1928). 

‘) Drury u. Szent-Gyorgy, J. of Physiol, 68, 213 (1930). 
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Wirkung wie Muskeladenylsiure iibt auch Adenosin aus, und zwar 
bei Beriicksichtigung der MolekulargriBe, in noch héherem Grade. 
Dagegen zeigten sich die zusammengesetzten Nucleinsiiuren, Hefen- 
adenylsiure, Adenin, Inosinsiiure und die Guaninderivate als un- 
wirksam. Drury und Szent-Gyérgy setzen dies in Zusammen- 
hang mit den obengenannten, von Schmidt gemachten Beobach- 
tungen und betrachten die physiologische Wirkung als eine Folge 
der Ammoniakabspaltung, ohne jedoch niher auf den Mechanis- 
mus elnzugehen. 

Unter den physiologischen Wirkungen der Muskeladenylsiure will ich 
auch die von Meyerhof') kiirzlich angegebene Aktivierung der Co-Zymase 
nicht unerwihnt lassen, obwohl sie in diesem biochemischen Laboratorium 
nicht bestitigt werden konnte. 

Verschiedene art- und kérpereigene Extrakte rufen intravenis 
eingespritzt in gréBeren Mengen tédlichen Schock, in kleineren 
Dosen kriftige Blutdrucksenkung hervor. Die dabei wirksame 
Substanz, das ,,Friihgift“ von Freund’), dessen inaktivierende 
Wirkung auf Kallikrein vor kurzer Zeit von Kraut, Frey und 
Werle?®) beschrieben worden ist, wurde neuerdings nicht nur durch 
EnteiweiBung von frisch defibriniertem Blut erhalten, sondern 
auch aus Herzmuskel, Skelettmuskel, Leber, Milz, Lunge usw. 
Dieses ,,Frihgift ist von Kk. Zipf+*) isoliert worden und hat sich 
als Adenylsiiure erwiesen. Nach Zipf hingt die von Adeny]l- 
siiure bei Kaninchen hervorgerufene Blutdrucksenkung in der 
Aorta nicht mit einer allgemeineren Arterienerweiterung zusammen, 
sondern bezieht sich aut eine Erweiterung der Coronargefibe 
Der Herzrhythmus wird nicht geindert. 

Wie bereits erwaihnt, zeigen die héchstgereinigten Co-Zymase- 
praparate die Zusammensetzung einer Adenylsiure. Indessen 
vermag weder Muskel- noch Hefenadenylsiiure an Hefen-Apo- 
Zymase Girwirkung hervorzurufen. 

Die Co-Zymase lift sich auf verschiedene Weise inaktivieren : 
Erstens durch Behandlung mit Nucleotidasen, welche enzymatisch 
Phosphorsiiure aus der Co-Zymase abspalten, wobei die Aktivitat 
parallel mit dieser Abspaltung sinkt. Zweitens durch Erhitzen 
der Co-Zymasepriparate; je nach Aciditiit und Temperatur der 
Lésung sind hierzu verschieden lange Zeiten erforderlich. Auch 





1) Die chemischen Vorgiinge im Muskel, Berlin 1930, 5. 178—174. 

*) Arch. f. exper. Path. 86, 266 (1920); 91, 272 (1921). 

3) Diese Z. 192, 1 (1930). 

4) Verhand]. d. dtsch. pharmak. Ges. 1930. — Zipf u. Wagenfeld, 
Schmiedebergs Arch. 150 70 u. 91 (1930). 
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hierbei wird, allerdings nicht quantitativ, Phosphorsiure ab- 
gespalten. Die Stabilitat der Co-Zymase gegen Sauren und 
Alkalien ist iibrigens fiir verschiedene ‘l'emperaturen quantitatiy 
iestgelegt.!) Auch mit der Ammoniakabspaltung geht Inaktivierung 
parallel, so da’ die Co-Zymase im Muskel anoxybiotisch rasch 
zerstort wird. 

Nach den nunmehr vorliegenden Beziehungen der Co-Zymase 
zur Adenylsiure erschien es von Interesse, die Co-Zymase auch 
beziiglich der obengenannten Wirkungen der Adenylsiure zu 
priifen. Kinige orientierende Versuche liegen schon aus friiherer 
Zeit vor; es waren niimlich einige nach den damaligen Methoden 
gereinigte wiiBrige Hefenextrakte auf ihre blutdrucksenkende 
Wirkung auf Kaninchen gepriift worden.*) Die Versuche hatten 
,eine mehr oder weniger starke Herabsetzung von Druck und 
Pulszahl“ ergeben, da aber ,,Aktivpriiparate, etwas, aber nicht 
bedeutend kriftiger wirken als durch Erhitzen inaktivierte“, so 
zogen die Verfasser keinen endgiiltigen Schlub. 


In den seit diesen Versuchen verflossenen 10 Jahren konnten 
Co-Zymaselésungen auf etwa das 100 fache der fritheren Aktivitit 
bzw. des friiheren Reinheitsgrades gesteigert werden. Mit hoch- 
gereinigten Co-Zymasepriparaten wurden deshalb die friiheren 
Versuche wiederholt, AuBer der Co-Zymase wurden einige Stofle 
vergleichend untersucht, in erster Linie reine Hefenadenylsiure, 
ferner Adenylthiomethylpentose’), ein Stoff, welcher die Co-Zymase 
in der Hefe begleitet und ihr lange anhaftet, aber mit Pikrin- 
siure gefallt werden kann und insofern noch ein besonderes 
Interesse bietet, als er als Sauerstoffiibertriiger in Betracht kommt. 
Zum Vergleich dienten Versuche mit Adenin bzw. Adenylchlorid. 

Die Co-Zymase wurde im biochemischen Institut von Myrback 
gereinigt; das Priiparat besaB eine Aktivitat von ACo nicht ganz 
100000. Die Inaktivierung dieser Liésung geschah durch 1 stiin- 
diges Kochen. 

Als Versuchstiere benutzten wir Kaninchen. Der Blutdruck 
wurde wiihrend der Urethannarkose in iiblicher Weise in der 
Carotis gemessen, die zu priifenden Substanzen wurden in die 
Jugularis eingespritzt. AuBerdem sind in einigen Fallen Unter- 


') Euler u. Myrbick, Diese Z. 158, 1 u. zw. 8 (1924). 
2) Blohm, Santesson u. Euler, Sy. Vet. Akad. Arkiv for Kemi 8, 

13 (1921). 

5) Suzuki, Ohdake u. Merz, Biochem. Z. 162, 413 (1925). 
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suchungen des iiberlebenden, kiinstlich durchstrémten Herzens 
gemacht worden. 


I. Kaninchen 2125 g. 


2 mg aktive Co-Zymase. Sofort nach der Injektion ein Drucksinken, 
das nach 40 Sekunden sein Maximum erreicht. Es betriigt dann 28 °/. 


4mg aktive Co-Zymase. Die Druckkurve zeigt einen entsprechenden 
Verlauf. Senkungsmaximum 43°, nach 65 Sekunden erreicht. 


Daucer 
4 Minuten. Keine Herzrhythmusinderung. 


Am iiberlebenden Herzen zeigt Co-zymasehaltige Ringer- 
losung dagegen eine erhebliche Steigerung sowohl der Frequenz 
um etwa 40°/,, als der Schlaghéhe bis auf das Doppelte. Auf- 
fallend ist auch ein lebendiger Coronarkreislauf, die Steigerung 
wird doch nicht gemessen, kann vielleicht auf die Frequenz- 
steigerung zuriickgefiihrt werden. Nach Durchspiilen mit nor- 


maler Ringerlésung stellt sich das Herz fast augenblicklich auf 
die friiheren Werte ein. 


If. Kaninchen 2200 g. 











iid Maxi erreicht 
Injiziert Drucksenkung mayne =e 

2 mg inaktive Co-Zymase. . . . 34 °/, 120 Sek. 

2 mg aktive - a we 25 120 

Img ,, " <i & & ow 20 90 

1 mg inaktive - a a 22 75 

1 mg Hefeadenylsiiure . . . . . 25 150 

1mg aktive Co-Zymase ... . 10 40) 

1 mg inaktive - ee oe 9 70 


Die Herzwirkung von inaktiver Co-Zymase wird untersucht. 
Vollige Ubereinstimmung mit dem vorigen Versuch. Frequenz- 
steigerung 50°/,, die Schlaghéhe steigt auf das Doppelte. 


IV. Kaninchen 2500 g. 


Injektion von 9,8 mg Adenylchlorid ruft keine Drucksenkung 
hervor. Dann werden zweimal die doppelte Dose 1,6 mg injiziert, 
ohne irgendeine sichtbare Wirkung. Wenn jetzt 3,2 mg eingespritzt 
werden, tritt eine allmihliche Drucksenkung ein, die nach 2 Min. 
etwa 10°/, betrigt und dann setzt ein unregelmibiger, stark ver- 
langsamter Puls mit groBen Druckschwankungen ein, die wihrend 
des Versuches nicht riickgingig werden. Die Ursache unbekannt. 








7) Sven Gard, Zur Kenntnis der physiologischen Wirkungen usw. 


VI. Kaninchen 2000 g. 
Der Druck ist wihrend des Versuches von 100 mm allmihlich 
auf 76 gesunken, nach der letzten Injektion 46, steigt dann bis 
auf 60, aber nicht weiter. 








Injiziert Drucksenkung 
1,5 mg Co-Zymase . . be ke ot 26 °/, 
2mg Adenylthiomethy isons 21 °/, 
1,6 mg Adenylehlorhydrat . . . . 0 
2 mg Adenylthiomethylpentose .. 40°), 


Co-Zymase ruft also bei Kaninchen eine Blutdruckerniedrigung 
hervor. Diese hat aber nichts mit der spezifischen Co-Enzym- 
wirkung zu tun, da ja die inaktivierte Co-Zymase nach meinem 
Versuch nicht weniger (eher kriftiger) wirkte als die aktive. Fiir 
reine Hefeadenylsiiure fand ich eine etwas kriftigere Wirkung 
pro Milligramm als fiir Co-Zymase; ob der gefundene kleine 
Unterschied auf die nicht vollstindige Reinheit des angewandten 
Co-Zymase- Priparates zuriickzufiibren ist, kann schwer entschieden 
werden. Adenylthiomethylpentose hat etwa die iiquivalente Wirkung. 
Kinfihren der Thiomethylgruppe im Adenosinmolekiil scheint also 
diese spezielle Wirkung nicht zu beeintriichtigen. Adenin hat 
dagegen keine derartige Wirkung. Diese Kreislaufwirkung ist 
hinsichtlich des Mechanismus mit der Uberleitungsstdrung nach 
Drury und Szent-Gyérgy nicht identisch. Diese ist ja vielmehr 
spezifisch als jene, und die Rassenunterschiede beziiglich der Em- 
pfindlichkeit viel gréBer. 

Am iiberlebenden Kaninchenherzen beobachtet man im Gegen- 
teil zum in situ gelassenen, nach Co-Zymaseeinspritzung eine er- 
hebliche Verbesserung der Titigkeit, vielleicht beziiglich auf 
CoronargefiBerweiterung. Auch hier liegt kein Unterschied 
zwischen aktiver und inaktiver Co-Zymase vor. 

Es ergibt sich also, daB die gefundene starke, blut- 
drucksenkende Wirkung der Co-Zymase eine (vermutlich 
unspezifische) Wirkung von Adenylsiure bzw. den ihnen 
homologen Adenosinderivaten ist, welche der von Zipt 
an Muskeladenylsiure gefundenen entspricht. 


Herrn Professor Liljestrand, der das Instrumentarium zur 
Verfiigung gestellt hat und mir in jeder Weise behilflich gewesen 
ist, sage ich meinen besten Dank. 




















Zur Struktur der Hamocyanine. 
II. Mitteilung. 


Uber die Reaktionsvorgange bei der Isolierang des Hamocuprins. 
Von 
Adolf Schmitz. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus der chemischen Abteilung der Zoologischen Station in Neapel und der biochemischen 
Abteilung der Krankenanstalt in Bremen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Februar 1{31.) 


Nachdem in der J]. Mitteilung') die Kupferkomponente des 
Oktopus-Himocyanins, die beim alkalischen Abbau als ,,Hiimo- 
cuprin’’ gewonnen wurde, als eine Kupferkomplexverbindung mit 
peptidartigem organischem Anteil erkannt wurde, beschiftigt sich 
diese Arbeit mit dem Reaktionsvorgang des alkalischen Abbaus, 
der in mancher Hinsicht ungeklart blieb. Es war nicht ohne 
weiteres verstiindlich, was dazu fiihrte, daB die Kupferkomponente 
zuerst als eine in dem alkalischen KiweiBhydrolysengemisch un- 
lésliche Substanz niedergeschlagen wurde, wihrend sie isoliert 
mit Leichtigkeit sich in alkalischen Medien loste. 

Meine Anschauung iiber diese Vorgiinge und die Struktur 
des Oktopushimocyanin wurden geférdert durch eine inzwischen, 
fast gleichzeitig mit meiner vorliufigen Mitteilung*) erschienenen 
Arbeit von J. B. Conant und W.G.Humphrey’). Sie behandelt 
die Natur der prosthetischen Gruppe des Limulus-Himocyanins. 
Die amerikanischen Forscher, denen die geradezu ungeheure 
Menge von 85 Liter Blut von Limulus polyphemus zur Verfiigung 
stand, benutzten wie ich den Philippischen Alkaliabbau, wodurch 
sie 200 g der ausfallenden griinen Form der Kupferkomponente 
erhielten. Ich méchte sie zum klareren Verstiindnis als Alkali- 





1) Schmitz, Diese Z. 194, 232 (1931). 
2) Schmitz, Naturw. 18, 798 (1930). 
8) Proc. Nat. Acad. Se. Washington 16, 543 (1930). 
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primirform bezeichnen, womit nur gesagt sein soll, daB dies die 
beim Alkaliabbau zuerst entstehende Form ist, nicht etwa, dab 
in ihr die wahre primire Form der natiirlichen Kupferkomponente 
vorliegt. 

Die Alkaliprimirform der Limulus-Kupferkomponente erinnert 
stark an die aus Oktopus-Himocyanin gewonnene. Sie enthielt 
2,6°/, Cu. Conant und Humphrey behandelten die Substanz, 
nachdem sie sie mit 10°/,iger Essigsiiure ausgewaschen hatten. 
mit 50°/,iger Essigsiure, wodurch eine griine Lésung entstand, 
aus der mit Alkali ein Niederschlag fiel. Die Analyse dieses 
Niederschlags ergab: Cu 21,5°/,, N 9,2°/,, C 39,59, S 8,0". 
Aus den 200 g der Primarform wurden zum Schlu8 nur wenige 
Gramm dieser stark kupferhaltigen Substanz gewonnen, die Conant 
und Humphrey als die prosthetische Gruppe des Limulus-Himo- 
cyanins ansehen. Das gereinigte und getrocknete Material, das 
ein schwarzes Pulver darstellt, ist weder in indifferenten organischen 
Lésungsmitteln noch in Saiuren noch in Basen léslich. Conant 
und Humphrey halten es fiir das Kupferkomplexsalz einer un- 
bekannten schwefelhaltigen Aminosiure. 

Vergleicht man diese von den amerikanischen Forschern aus 
der Alkaliprimirform isolierte Kupferverbindung, die von ihnen 
als die prosthetische Gruppe des lLimulus-Haimocyanins an- 
gesprochen wird, mit dem von mir aus dem analogen Abbau- 
produkt des Oktopus-Hamocyanins gewonnenen Himocuprin, so 
ergeben sich grundlegende Unterschiede. So warnen auch Conant 
und Humphr ey vor einer Ubertragung ihrer Befunde auf andere 
Hamocyanine. 

Eine Gegeniiberstellung zeigt: 

1. Grundverschiedene elementare Zusammensetzung; der 
Kupfergehalt von Conants Limuluskomponente ist 3!/, mal hoher 
als der der Oktopuskomponente, Schwefel fehlt bei der Oktopus- 
komponente vollkommen. 

2. Verschiedenheit in der Léslichkeit: Conants Produkt 
ist nach dem Trocknen vdllig unléslich, Hamocuprin als Saure 
lést sich in wiBrigen Alkalien spielend leicht mit roter Farbe. 
Conants Produkt, in frisch gefilltem Zustand in starker Essig- 
siure léslich, wird durch Alkalien gefallt. 

3. Verschiedenheit der Kupferbindung: Bei Conant ist die 
Kupferbindung selbst gegen starke Siiuren stabil, Hamocuprin ist 
wie die Hiimocyanine selbst gegen Siuren fuBerst empfindlich. 
indem es sein Kupfer verliert. 
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4. Verschiedenheit der Farbe: Conants Produkt ist gereinigt 
und getrocknet schwarz. Himocuprin, isoliert griin, gibt in Lésung 
bei fallendem p,, die Farben des Oxyhiimocyanins wieder, rot, 
blau, griin. 

Wir kommen also zu dem iiberraschenden Ergebnis, daB aus 
der sowohl bei Oktopus-Hiimocyanin wie bei Limulus-Hiimocyanin 
iihnlichen Alkaliprimirform der Kupferkomponente zwei grund- 
verschiedene Kupferverbindungen isoliert werden. Zu denken gibt, 
daB Conants Produkt aus Limulus-Haimocyanin in keiner Weise 
mehr Verwandtschaft mit dem Himocyanin selbst zeigt. Vor allen 
Dingen kann die Art der Kupferbindung nicht mehr identisch 
sein mit der im Haimocyanin. Denn gerade die Eigenschaften, 
die auf der Art der Kupferbindung beruhen, das sind Farbe und 
Siureempfindlichkeit, sind in Conants Produkt verloren gegangen, 
wihrend das Himocuprin diese chemischen Kigenschaften des 
Oxyhimocyanins genau widerspiegelt. 

Aufklirung gaben weitere Versuche an Oktopus-Himocyanin. 
Schon bei den ersten Versuchen, die ich unternahm zur Aufteilung 
der durch Alkalieinwirkung aus Hiimocyaninlésungen ausfallenden 
griinen Substanz, welche zuerst von Philippi?) dann von Dhéré?) 
bei Schnecken-Hamocyanin, jetzt auch von Conant und Humphrey 
bei Limulus-Hamocyanin und von mir bei Oktopus-Himocyanin 
erhalten wurde und nach meiner Ansicht keinen einheitlichen 
Kérper darstellte, bin ich zu véllig unléslichen schwarz bis dunkel- 
griin gefarbten Produkten gelangt, die Kupfer in nicht ionisierter 
Bindung enthielten. Vor allen Dingen schien der griine Nieder- 
schlag, wenn er getrocknet und gealtert war, jeder Aufteilung und 
Weiterverarbeitung zu trotzen. SchlieBlich fiihrte die Behandlung 
des frisch gefillten Produktes mit siedendem Alkohol zum Ziel, 
zur Gewinnung des Hiimocuprins. Erst nach einiger Erfahrung 
gelang mir aber die Isolierung des Himocuprins nahezu quanti- 
tativ, d. h. so, daB sich der gesamte Kupferanteil der griinen 
Substanz im Himocuprin befand. Einzelheiten hieriiber sind in 
der I. Mitteilung angegeben. Bei den Versuchen, in denen mir 
eine quantitative Gewinnung des Kupfers als Haimocuprinkupfer 
nicht gelang, hinterblieb ein dunkelgriiner schwefelhaltiger Riick- 
stand, Analysen dieses Riickstandes ergaben auBerordentlich 
hohen Prozentgehalt an Kupfer, niimlich 41°/,, dem nur ein 


') Diese Z. 104, 88 (1919). 
*) J. de physiol. et de pathol. gen. 21, 12 (1922). 
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Stickstofigehalt von 2,71°/, gegeniiberstand. Von vornherein war 
mir klar, da®B der griine Rickstand der Alkoholextraktion der 
Alkaliprimirform nicht die Kupferkomponente des Himocyanins 
darstellen konnte, abgesehen davon, dab er nur in ganz minimalen 
Mengen gewonnen wurde, die in keinem Verhiiltnis standen zu 
dem angewandten Himocyanin. 

Jede Behandlung der Alkaliprimirform der Kupferkomponente 
mit Saiuren wurde zunichst vermieden, da ja die Siureempfindlich- 
keit der Kupferbindung schon den ersten Untersuchern die Iso- 
lierung einer Kupferkomponente erschwerte. Nachdem ich nun 
von der Arbeit von Conant und Humphrey Kenntnis erhielt, 
behandelte ich die Alkaliprimirform der Kupferkomponente des 
Oktopus-Hiimocyanins in der von ihnen geschilderten Weise mit 
Essigsiure, und ich erhielt ein Produkt, das ein der von den 
amerikanischen Forschern erhaltenen Substanz vollig analoges 
Verhalten zeigte. Kine Analyse ergab aber: Cu 60,3°/,, N 2,38°/,, 
S 10,98°/,.. Mit Conant und Humphrey bin ich der Ansicht, 
da es sich hier um eine Kupferkomplexverbindung einer schwefel- 
haltigen Aminosiure handelt, wahrscheinlich stark verunreinigt 
mit CuS, doch kann ich nicht ihre Ansicht teilen, daB in dieser 
Substanz die prosthetische Gruppe des Himocyanins zu suchen ist. 

Daraus ergibt sich aber nunmelr, daf die Alkaliprimirform 
ein Komplex mehrerer Bestandteile ist, eine Molekilverbindung 
zwischen Himocuprinnatrium und einer unbekannten schwefel- 
haltigen organischen Stickstoffverbindung. Diese Molekiilverbin- 
dung ist nicht dissoziiert und infolgedessen alkaliunléslich. Sie 
wird durch siedenden Alkohol zersetzt, da nur die eine Kompo- 
nente der Molekilverbindung, das Himocuprinnatrium, in Alkohol 
léslich ist.!) Hierauf beruht die Reingewinnung des Haimocuprins. 
Die Behandlung mit 50°/,iger Kssigsiure nach Conant hat weit 
tiefergehenden KinfluB. Sie bewirkt die Abspaltung des Kupfers 
aus Hiimocuprin und dessen lonisierung und nun in sekundarer 
Reaktion den Zusammentritt des Kupfers mit der zweiten schwefel- 
haltigen Komponente der Molekiilverbindung zu einer neuen Kupfer- 
komplexverbindung?®), die also im Hiimocyanin nicht vorgebildet ist. 

So 1liBt sich fiir den aikalischen Abbau des Hiimocyanins folgen- 
des Bild aufstellen, in dem R das unbekannte organische Geriist 
des Hiimocuprins, R,S die unbekannte Schwefelverbindung bedeutet : 


') Vgl. P. Pfeiffer, Organische Molekiilverbindungen, 1927, 8, 272. 
*) Uber Bildung von Kupferkomplexsalzen mit schwefelhaltigen orga- 


nischen Verbindungen vgl. z. B. Simonis u. Elias, B. 49, 1116 (1916). 








< 
3 
} 
‘ 

















Zur Struktur der Hiimocyanine. 75d 
I. Phase. 
” ; n-NaOH Cu <R(COONa),> leelS 
Himocyanin —— — + Kiweibrest. 


RS 
Alkaliprimirform 
II. Phase. 


— sd. Alkoho! 
a) Alkaliprimairform —~ — 


> [Cu¢R(COO),>)”” Na," + R,S 
Himocuprin 
H,R(COOH), + Cu" + R,S 

> CufR,S} 

Welche Rolle die Schwefelverbindung im Himocyanin spielt, 
ob sie zum RespirationsprozeB in irgendeiner Beziehung steht, 
dariiber zu urteilen, ist verfriiht. 

Alle bisherigen Untersuchungen deuten darauf hin, daB das 
Himocyanin trotz der gleichen biologischen Funktion chemisch 
nicht dem Himoglobin vergleichbar ist. Der Chemismus der 
Sauerstoffaufnahme bzw. -abgabe muB bei beiden Blut- 
tarbstoffarten ein grundsatzlich verschiedener sein. Diese 
Krkenntnis verlockt zu der Frage: Ist die Anwendung des einen 
Blutfarbstoffes bei siimtlichen Wirbeltieren, die des anderen bei 
einigen Arten der Wirbellosen ein zufilliges Spiel der Natur oder 
ist sie bedingt durch den verschiedenen Anwendungsbereich der 
beiden Sauerstoffiibertriger, durch Unterschiede im Ablauf des 
Oxydations-, des Atmungsprozesses? Besonders interessant ist 
in diesem Zusammenhang die Tatsache, da’ Kupfer in lockerer 
organischer Bindung ein regelméBiger Bestandteil des mensch- 
lichen Blutserums!) ist, daB organische Kupferverbindungen als 
Katalysatoren der Glykolyse in Tumorzellen verantwortlich ge- 
macht werden.?) 


50°), ig. Essigs. 


| b) Alkaliprimirform - 


Versuchsteil. 

250 ccm Blut von Octopus vulgaris wurden mit 500 ccm 
Wasser und 200 ccm Alkohol verdiinnt. Durch lingeres Er- 
hitzen auf 70° wurde der Farbstofi ausgefillt. Der Niederschlag 
wurde abfiltriert, mit Wasser gut durchgewaschen, abgepreBt und 
bei 70°im Trockenschrank getrocknet. Beiallen Abbauversuchen kam 
das in dieser Weise erhaltene Hamocyaninkoagulum in Anwendung. 





I. Darstellung der Alkaliprimarform der Kupferkomponente. 
20 g denaturiertes Hamocyanin wurden in 600 ccm n-Natron- 

lauge aufgenommen und im hermostaten bei einer Temperatur 

) O.Warburg, Biochem. Z. 187, 255 (1927); O. Warburg u. Krebs, 


| Biochem. Z. 190, 143 (1927). 
i ) Hecht u. Eichholtz, Biochem. Z. 206, 256 (1929). 
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von 40° 40 Stunden stehengelassen. Bis dabhin war die Ab- 
scheidung der griinen Verbindung beendet. Der Niederschlag 
wurde auf einer hochtourigen Zentrifuge abgeschleudert, so dab 
man die Mutterlauge vollstandig abtropfen lassen konnte. Das 
erhaltene Produkt stellt die Alkaliprimirform dar. 


II. Aufteilung der Alkaliprimarform. 


a) Behandlung mit siedendem Alkohol. 

Wird die noch feuchte, schwammige, griine Substanz sofort 
mit Alkohol in der frither beschriebenen Weise ausgekocht, so 
geht das Natriumsalz des Himocuprins mit roter Farbe in Lésung. 
Der Riickstand ist farblos und enthalt nur Spuren Kupfer. 

Wird jedoch die griine Substanz vorher lingere Zeit ge- 
trocknet, so findet bereits eine Umlagerung statt, die die Aus- 
heute an Hiimocuprin wesentlich herabsetzt. Nunmehr verbleibt 
nach der alkoholischen Extraktion im Riickstand ein wesentlicher 
Teil des Kupfers in anderer Bindung. Infolgedessen wird neben 
dem Himocuprin eine zweite dunkelgriine Kupferkomplexverbin- 
dung gewonnen. Diese dunkelgriine Substanz ist unldslich in 
Wasser, Alkohol, Ather, Aceton, Petrolither, Chloroform. Sie 
list sich in Kisessig mit griiner Farbe. Die Lésung gibt keine 
Fillung noch Farbung mit Ferrocyankali. Beim Versetzen mit 
Alkali fillt aus der Lésung die griine Verbindung wieder aus. 
Dieses erneut ausgeschiedene Produkt kann nach dem Trocknen 
nicht mehr in Lésung gebracht werden. In dieser Form kam 
die Substanz zur Analyse. 

C-H-Bestimmung. 
8,006 mg Substanz gaben 4,18 mg CO, und 2,67 mg H,O. 
Gef. 14,24), C 3,75 °/, H 
9,635 mg Substanz gaben 5,06 mg CO, und 3,28 mg H,0. 
tef. 14,82 /, C 8,81 °/, H 
N-Bestimmung. 
10,025 mg Substanz gaben 0,246 eem N, (24°, 731 mm). 
Gef. 2,71°/, N 
7.550 mg Substanz gaben 0,188 cem N, (24°, 731 mm). 
Gef. 2,76°), N 
Cu-Bestimmung. 
5,619 mg Substanz gaben 2,911 mg CuO. 
Gef. 41,38°, Cu 


4,795 mg Substanz gaben 2,470 mg CuO. 
Gef. 41,16°), Cu 
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Zur Struktur der Himocyanine. 


Durch Einwirkung konzentrierter Siuren konnte die Entwick- 
lung von Schwefelwasserstoff festgestellt werden, doch wurde wegen 
Mangels an Material eine Schwefelbestimmung hier nicht ausgefihrt. 


b) Behandlung mit 50°/,iger Essigsiure nach Conant 
und Humphrey. 

Der noch feuchte, aus dem Hiimocyaninhydrolysegemisch 
abgeschleuderte griine Niederschlag wurde zuniichst mit 10 °/,iger 
Essigsiure ausgewaschen, darauf in 50°/ iger Essigsiiure gelost. 
Aus dieser mit Wasser verdiinnten Lésung wurde durch Zusatz 
von Natronlauge der griine Kérper erneut niedergeschlagen. Nach- 
dem der Niederschlag auf der Zentrifuge mehrmals mit ver- 
diinnter Essigsiure gut ausgewaschen war, wurde er auf dem 
Filter gesammelt und die Essigsiiure durch Auswaschen mit 
Wasser entfernt. In ihrem Verhalten zeigte die Substanz weit- 
gehende Ahnlichkeit mit dem Produkt der amerikanischen Forscher 
aus Limulus-Himocyanin. Nach dem 'T'rocknen ist das schwarze 
Pulver weder durch organische Lésungsmittel noch durch Siiuren 
noch durch Alkalien in Lésung zu bringen. Die Ausbeute be- 
trug aus 10 g Hamocyanin 20 mg, also etwa !/,, von dem, was 
an Hi&mocuprin erhalten werden kann.') 


10 


Analyse. 
7,808 mg Substanz gaben 0,170 ecm N, (25°, 723 mm). 
Gef. 2,38°/, N 
6,105 mg Substanz gaben 4,611 mg CuO und verbrauchten 4,18 ccm 
n/200- NaOH. Gef. 60,2°/, Cu 10,989, S 


Zusammenfassung. 

1. Bei dem Alkaliabbau des Oktopus-Hiimocyanins wird die 
Kupferkomponente in Additionsverbindung mit einer organischen 
Schwefelverbindung als undissoziierter, alkaliunléslicher Komplex 
abgeschieden. 

2. Diese Additionsverbindung kanu auf zwei Weisen in ihre 
Bestandteile getrennt werden: 

a) durch siedenden Alkohol, was zur Gewinnung des Hiimo- 
cuprins fihrt, 

b) durch Behandlung mit 50°/,iger Essigsiiure, die iiber 
intermediire Kupferabspaltung aus Himocuprin eine im Natur- 
produkt nicht vorgebildete organische Kupfer—Schwefel—Stickstoff- 
Komplexverbindung entstehen liBt. 


') Schmitz, Diese Z. 194, 287 (1930). 








Uber Desamidocasein. 
III. Mitteilung.’) 


Von 


H. Steudel und R. Wohinz. 





Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Januar 1931.) 


Bei einer genaueren Untersuchung der hydrolytischen Spalt- 
produkte eines Desamidocaseins, das nach der Vorschrift von 
Dunn und Lewis?) hergestellt worden war, war gefunden, dal 
unter den angewandten Bedingungen, d.h. wenn man médglichst 
reine Salpetrigsiiurewirkung erzeugt und keine sekundiaren Ver- 
iinderungen eintreten liBt, das Lysin ganz entsprechend den An- 
gaben von Skraup angegriffen wird, teilweise auch das Arginin 
und in stirkerem MaBe das Histidin. Tyrosin und Tryptophan 
bleiben unverandert; das Cystin wird so verandert, daB nach der 
Siiureeinwirkung das gesamte Cystin (aus dem Schwefelgehalt des 
Desamidocaseins berechnet) nach Folin und Looney ?%) nach- 
weisbar ist. 

Diese anscheinend geringen Veranderungen geniigen aber, um 
das Desamidocasein fiir die Erniihrung minderwertig zu machen — 
junge wachsende Ratten lieBen sich unter den Bedingungen, unter 
denen Casein ein normales Wachstum gewihrleistete, nicht grob- 
ziehen, wenn das Casein durch die gleiche Menge Desamidocasein 
ersetzt wurde. 

Was unsere Feststellungen iiber die chemischen Veridnde- 
rungen am Eiweibmolekiil betrifft, die die Wirkung der salpetrigen 
Siure hervorruft, so wurden diese durch Versuche von Wiley 


') I. Mitteilung: Diese Z. 183, 168 (1929); Il. Mitteilung: Diese Z. 15%, 
203 (1930). 

2) J. of biol. Chem. 49, 327 (1921); 56, 405 (1923). 

*) J. of biol. Chem. 51, 421 (1922). 
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und Lewis!) im allgemeinen bestitigt. Fiir die abweichenden 
Resultate, die diese Forscher besonders bei der Bestimmung der 
Basen (Histidin und Arginin) erhalten haben, liBt sich nur schwer 
ein Grund finden, da sie eine ctwas andere Methode der Au!- 
teilung angewandt haben wie wir. Bei derartigen quantitativen 
Bestimmungen kommt es vor allen Dingen darauf an, sich bei 
der Feststellung der Ausbeuten der einzelnen Spaltstiicke von 
dem Reinheitsgrad der in Rechnung gezogenen Produkte zu iiber- 
zeugen, sonst ergeben sich erfahrungsgemiB oft grobe Irrtiimer. 
Die Fraktionen des Histidins und des Arginins sind beim Des- 
amidocasein sehr viel weniger rein wie beim Casein. 
Mittlerweile ist von Folin und Marenzi’) eine neue Modi- 
tikation ihrer Bestimmungsmethode des Cystins angegeben worden. 
Die alte, auch von uns angewandte Methode war freilich keines- 
wegs ideal, da die stark gefirbten Zersetzungsfliissigkeiten sich 
ohne weiteres nicht mit den Standardfliissigkeiten vergleichen 
lieBen; man muBte die stérenden Farbstoffe erst durch ein Fallungs- 
mittel aus den Zersetzungsfliissigkeiten herausschaffen. Wir haben 
damals das Bleiacetat als geeignet gefunden — bei dieser Ope- 
ration treten natiirlich Verluste an Cystin ein. Es ergab sich 
damals aber ganz deutlich, dab die Cystinwerte beim Desamido- 
casein sehr viel héher lagen als beim Casein. Wir haben nun 
mit der neuen Modifikation der Methode noch einmal unsere 
Praiparate von Casein und Desamidocasein auf ibren Cystingehalt 
untersucht, um damit auch unsere friiher erhaltenen Zahlen zu 


kontrollieren. 

Im einzelnen haben wir uns genau an die neue Vorschrift 
gehalten mit der einzigen Ausnahme, daB wir zum Enttirben 
der Hydrolysentliissigkeiten wieder Bleiacetat genommen haben 
an Stelle des von Folin empfohlenen Kaolins. Wir haben natiir- 
lich auch das Kaolin benutzt, bei einem Vergleich mit Bleiacetat 
haben wir uns aber nicht davon iiberzeugen kénnen, daB es besser 
wirkt und daB es weniger Cystin zuriickhalt als das Bleiacetat. 
Im Farbton lassen sich die Filtrate der Bleiacetatfillungen auch 
nach unserer Ansicht besser mit den Standardlésungen vergleichen 
als die Filtrate der Kaolinfillung. 

Die Methode ist von Folin und Marenzi so eingehend be- 
schrieben, daB sich hier eine Wiedergabe eriibrigt. 


1) J. of biol. Chem. 86, 511 (1930). 
*) J. of biol. Chem. 83, 103 (1929). 








&0) H. Steudel und R. Wohinz, Uber Desamidocasein. 


Als Ausgangsmenge dienten z. B. 1,9698 g Casein bzw. 
1,9822 g Desamidocasein. Diese wurden durch Kochen mit 20 ccm 
6 n-H,SO, wihrend 20 Stunden gespalten, dann wurde zu 100 cem 
aufgefiillt und 5 cem dieser Lésung, die mit 1 ccm Bleiacetat- 
lésung entfirbt waren, zur colorimetrischen Bestimmung benutzt 
(2 ccm Standardlésung = 2 mg Cystin zum Vergleich). Es ergab 
sich fir Casein ein Wert von 0,812 °/, Cystin, fiir Desamido- 
casein ein solcher von 1,681 °/,. In unserer vorigen Untersuchung 
haben wir fir Casein 0,496 und fiir Desamidocasein 2,596 °/, 
Cystin gefunden. Wir halten unsere jetzt gefundenen Zahlen fiir 
besser als die zuerst gefundenen. Worauf wir besonders hinweisen 
mochten, ist der Umstand, daB auch bei Anwendung der neuen 
Methode sich wieder das Resultat ergeben hat, daB der Cystin- 
wert beim Desamidocasein deutlich héher liegt als beim Casein. 
Wir halten das fiir einen Beweis, daB durch die Wirkung der 
salpetrigen Siiure die Bindung des Cystins im KiweiBmolekiil in 
irgendeiner jetzt noch nicht genauer zu definierenden Weise an- 
gegriften wird. 

Die Methode von Folin und Marenzi scheint uns auch 
noch nicht die endgiiltige Form der colorimetrischen Cystin- 
bestimmung zu sein. Man muB in unserem Falle eine Kinwage 
von etwa 2 ¢g Substanz nehmen, um einigermaBen verliBliche 
Zahlen zu erhalten. Nimmt man andere Mengen Ausgangsmaterial, 
so scheint nach unseren Erfahrungen die Zuverlissigkeit der 
Methode notzuleiden. Es ist also sehr wohl méglich, da bei 
einer weiteren Verbesserung der Methode die absoluten Zahlen- 
werte sich noch iindern werden. Aber das von uns gefundene 
Verhiiltnis von Casein zu Desamidocasein wird aller Voraussichit 
nach nicht davon beriihrt werden. 


Kiir die Durchfiihrung der Versuche standen uns Mittel zur 
Verfiigung, fir deren Bewilligung wir der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft zu groBem Dank verpflichtet sind. 
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Zur Methylierung von Putrescin. 
Von 
Werner Keil. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Greifswald.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Februar 1931.) 


Fiir gewisse Untersuchungen brauchte ich methylierte Pu- 
trescine. Die von mir benétigten Kérper gewann ich nach einer 
Methode, die sich an das Verfahren von Eschweiler?) anlehnt 
(Kinwirkung von Formaldehyd auf das Chlorhydrat einer Base): 

t+ NH, + 3H-COH = R- N(CH,), + CO, + H,0. 

Urspriinglich wurde von Eschweiler das Hydrochlorid eines 
Amins mit einer 40°/,igen Formaldehydlésung im Autoklaven 
auf etwa 140° erhitzt. Dabei wurden zwei Wasserstoffatome der 
Aminogruppe (bzw. ein Wasserstoffatom der Iminogruppe) durch 
Methyl ersetzt. — Dieses Methylierungsverfahren wurde spiiter 
von Kschweiler auch bei Diaminen mit Erfolg angewandt; so 
erhielt er aus Athylendiamin die tetramethylierte Base. Andere 
Diamine der aliphatischen Reihe wurden aber nicht untersucht.?) 
Eschweiler veriinderte zuletzt die Methode dahin, daB er statt 
des 40°/,igen Formaldehyds Paraformaldehyd verwandte, wodurch 
Verwendung eines Autoklaven unnétig wurde; Erhitzen unter 
RiickfluB geniigte.”) 

Als ich Putrescindichlorhydrat mit Paraformaldehyd unter 
RiickfluB erhitzte, konnte ich in guter Ausbeute das N, N,N’, N’-Tetra- 
methylputrescin gewinnen. Die Base war identisch mit der Ver- 
bindung, die Willstitter und Heubner aus Bilsenkraut ge- 
wonnen hatten.*) — Das alte Eschweilersche Verfahren versagte 
aber, als es sich darum handelte, Putrescin nur teilweise zu 


' Eschweiler, (Friedlinder), Ber. chem. Ges. 38, 881 (1905). 
DRP. 80520. 

*) Bischof u. Reinfeld, Ber. chem. Ges. 36, 338 (1903), lieBen Form- 
aldehyd auf die freie Base Putrescin einwirken, ohne ein faBbares Reaktions- 
produkt zu bekommen. 

*) Vgl. Houben-Weyl], Methoden d. organ. Chemie, Bd. IV, 5S. 422, 
2. Auflage. 

*) Ber. chem. Ges. 49, 3871 (1907). 
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methylieren. Der Versuch, eine partielle Methylierung mit Para- 
formaldehyd durch Herabsetzen der Reaktionstemperatur zu er- 
reichen, miBlang. Einen glatten Erfolg hatte ich jedoch, als ich 
eine nur 10°/ ige waBrige Lésung von Formaldehyd ver- 
wandte und die Temperatur auf etwa 180—170° hielt. Es bildete 
sich dann fast ausschlieBlich N,N’-Dimethylputrescin. Die ge- 
wiinschte Temperatur lieB sich leicht durch Zusatz einer geniigen- 
den Menge von Calciumchlorid einhalten. Das Optimum der Aus- 
heute scheint nach '/,stiindigem Erhitzen erreicht zu sein. — Das 
so dargestellte AN idinetivlpatroscin zeigte sich identisch mit 
dem von Wrede und Mitarbeitern beschriebenen K6rper.') 

Als Nebenprodukt bei der Darstellung des N,N’- Dimethyl- 
putrescins bildete sich eine kleine Menge N,N, N’-Trimethylputrescin. 
Diese Substanz liBt sich aber einfacher gewinnen, wenn man 
N,N-Dimethylputrescin mit 10°/,igem Formaldehyd und Calcium- 
chlorid auf 180—170° erhitzt. Das bendtigte N,N-Dimethyl- 
putrescin kann entweder durch Reduktion von y-Dimethylamino- 
n-butyronitril*) dargestellt werden oder durch Destillation von 
0, N,N-Dimethyl-amino-n-butylphthalimid mit Kalilauge. 

Von den neun denkbaren Methylierungsprodukten des Putres- 
cins sind nunmehr sieben bekannt.*) Die beiden noch fehlende: 
Kérper sind 0, N’-Methylamino-¢-N,N.N-trimethyl-tetramethylen-am- 
monium-hydroxyd (formel I) und 0,N’,N’ -dimethylamino-a-N, N,N- 


trimethyl-tetramethylen- ammoniumhydroxy d (Formel II). Zu ihrer 


Bereitung wurde 0-Phenoxy-n-butylamin svathibptond methyliert. 
In dem erhaltenen Produkt wurde der Phenoxylrest durch Jod 
ausgetauscht, dieses dann durch den Methylamin- bzw. Dimethy|- 
aminrest ersetzt: 


(,H,O(CH,),NI, => 0,H,O(CH,),N(CH,),0H *”> J(CH,),N(CH,),0H 
CNT, GH,NH(CH,),N(CH,),0H (Formel 1 
(CH,).NH 


> (CH,),N(CH,),N(CH,),OH (Formel Ii) 


') Wrede, Fanselow u. Strack, Diese Z. 163, 219 (1927). 

*) Keil, Diese Z. 171, 242 (1927). 

’) CH,-NH(CH,),NH, Dudley u. Thorpe, Biochemie. J. 19, 854 (1925). 

eil, a.a. O. 

(CH,),N(CH,),NH, Keil, a. a. O. 
CH,NH(CH,),NHCH, Wrede, Fanselow u. Strack, a. a. O. 
CH,NH(CH,),N(CH,). Keil, diese Verdffentlichung. 
OH\CH,),N(CH,),NH, Keil, a. a. O. 
(CH,),N(CH,),N(\CH,), Willstiitter u. Heubner, a.a. O. 
OH(CH,),N(CH,),N(CH,),OH Willstitter u. Heubner, a. a. O. 
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Beschreibung der Versuche. 
N,N,N ’,N’-Tetramethylputrescin. 

5 g Putrescinchlorhydrat werden mit 50 g Paraformaldehyd 
im Morser innig verrieben, dann im Kolben unter zeitweiligem 
Umriihren unter Riickflu8 erhitzt (Olbad 190—210°). Nach einer 
halben Stunde versetzt man mit heibem Wasser, filtriert vom 
Paraformaldehyd ab, macht das Filtrat mit NaOH alkalisch und 
schiittelt mit Chloroform aus. Die Chloroformlésung wird mit 
Salzsiiure ausgeschiittelt, die salzsaure Lésung wird eingedampft. 
Das so gewonnene rohe Chlorhydrat bildet farblose, ‘uberst 
hygroskopische Krystalle. Das Salz wird mit starker Natronlauge 
itbergossen und das auf der Oberfliche abgeschiedene O1 fraktio- 
niert. Der bei 167—170° ititbergehende Anteil ist reines Tetra- 
methylputrescin (Ausbeute etwa 3g’. Es bildet eine stark 
alkalische, nach Ammoniak riechende farblose Fliissigkeit. Mit Jod- 
methyl setzt sie sich in sehr heftiger Reaktion zum N,N,N, N’,N’,N’- 
Hexamethyl-Tetramethylen-Diammoniumjodid um. 

Zur Gewinnung des Chloroaurates wird die Base in einem 
UberschuB von verdiinnter Salzsiiure gelést und mit Goldchlorid 
versetzt. Die Krystalle werden aus warmem Wasser umkrystalli- 
siert und im Vakuum bei 80° getrocknet. 

4,808 mg Substanz gaben 2,090 mg CO,, 1,17 mg H,O, 2,289 mg Au. 
C,H, ,N, «2 HAuCl, (824,2) Ber. 11,86°/, C 2,66°, H 47,85°/, Au 

Gef. 11,65 2,69 47,61 

Das Chloraurat bildet Prismen, die in kaltem Wasser schwer 

ldslich sind. Ks schmilzt (nach Sintern ab 200°) bei 210° (unk.) 


(\Willstatter und Heubner 210°). 


Aus der freien Base wurden weiter bereitet das Chloro- 
platinat vom Schmelzp. 236-—237° (unk.) (Willstitter und 
Heubner 234° Clarke 238—239°), und das Pikrat vom Schmelz- 
punkt 196—197° (unk.) (Willstaitter und Heubner 196°), 


N, N’-Dimethylputrescin.’) 


2 g Putrescindichiorhydrat werden in 40 ccm 40°/,igem 
wiiBrigem Formaldehyd gelést; dazu werden 2U0 g wasserfreies 
Calciumchlorid und 100 ccm Wasser gegeben. Man dampft im 
Kolben auf dem Drahtnetz ein, bis ein in die Fliissigkeit tauchen- 


) Das Chloroaurat und Chloroplatinat sowie seine Darstellung ist 
schon kurz von mir beschrieben, vgl. Diese Z. 171, 8. 248 Anm. (1927). 
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des Thermometer 170° zeigt, was ungefilr '/,Stunde dauern soll. 
Nach dem Abkihlen bildet der Inhalt eine gelatinése, briunlich 
gefarbte Masse. Man gibt Wasser und Natronlauge bis zur stark 
alkalischen Reaktion zu, wobei Calciumhydroxyd ausfilit. Das 
Filtrat schiittelt man mit Chloroform aus. Der Chloroformlisung 
wird durch Salzséiure die Base entzogen, die salzsaure Liésung 
wird eingedampft. Ks hinterbleibt das Chlorhydrat des N,N’- 
Dimethylputrescins. Ausbeute iiber 80°/, der Theorie. 

Das Chloroaurat, in iiblicher Weise aus dem Chlorhydrat 
hergestellt, wird zur Analyse aus heiSem Wasser umkrystallisiert 
und im Vakuum bei 80° getrocknet. 

11,21 mg Substanz gaben 5,55 mg Au. 

4,920 mg . » 2,439 mg Au, 1,595 mg CO,, 0,99 mg H,0O. 
C,Hy.N, - 2 HAuCl, (796,2) Ber. 49,53°/, Au 9,04°), C 2,28°/, H 

Gef. 49,51 -- 
» 49,57 8,84 2,26 

Das Chloroaurat bildet gut ausgebildete Krystalle vom 
Schmelzp. 172° (unk.). 

Aus dem Chloroaurat wurde das Chloroplatinat von 
Schmelzp. 237° (unk.) (Wrede, Fanselow und Strack 242°) 
dargestellt. 

N,N,N’-Trimethylputrescin. 

N,N-Dimethylputrescindihydrochlorid wird genau so mit Form- 
aldehyd und Calciumchlorid behandelt, wie bei der Darstellung 
des N,N’-Dimethylputrescins beschrieben. Auch die Isolierung in 
Horm des Chloroaurates ist analog. Das Chloroaurat wird 
aus heiBem Wasser umkrystallisiert und bei 80° im Vakuum 
getrocknet. 

12,28 mg Substanz gaben 5,97 mg Au. 


5,039 mg ™ » 1,960 mg CO,, 1,16 mg H,O. 
C,H,,N,-2HAuCl, (818,38) Ber. 48,72°/, Au 10,3°/, C 246°), 
Gef. 48,62 10,54 2.56 


Das Chloroaurat des N,N,N’ Trimethylputrescins bildet gold- 
gelbe Blittchen vom Schmelzp. 151°, die in kaltem Wasser 
ziemlich schwer, in Alkohol und in Aceton leicht léslich sind. 


0, N’-Methylamino-a-N,N,N-trimethyl-tetramethylen- 
ammoniumhydroxyd (Forme! I. 
d-Phenoxy-a@-N,N,N-trimethyl-tetramethylen-ammo- 
niumhydroxyd?). 0-Phenoxy-n-butylamin wird mit Dimethylsulfat 


') Vgl. v. Braun, Liebigs Ann, $52, 1 (1911). 
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und Natronlauge in iiblicher Weise methyliert. Nach beendigter 
Methylierung wird mit Salzsiure angesiuert und im Vakuum zur 
Trockne gedampft. Man lést den Riickstand in wenig Wasser. 
Dann {allt man mit Natriumpikrat das rohe Pikrat der Base aus. 
Das Pikrat wird mit Salzsiiure zersetzt, die Pikrinsiiure mit Chloro- 
form entfernt. Beim Eindampfen der salzsauren Lisung bleibt 
das Chlorid als farblose Krystallmasse zuriick. 

Das Chloroaurat wird aus dem Chlorid in iblicher Weise 
bereitet. Man trocknet es bei 80° im Vakuum. 

4,920 mg Substanz gaben 1,595 mg CO,, 0,99 mg H,O, 2,439 ng Au. 

C,,H,,NO+AuCl, (547,2) Ber. 28,51°/, GC 4,05°/, H 36,04°/, Au 
Gef. 28,75 4,12 35,99 

Das Chloroaurat bildet goldgelbe, feine Nadeln vom Schmelz- 
punkt 112° (unk.); es ist in kaltem Wasser fast unldéslich, in heiBem 
ziemlich schwer ldéslich. 

d-Jod-a@-N,N,N-trimethyl-tetramethylen-ammonium- 
hydroxyd. 5g 0-Phenoxy-a-trimethyl-tetramethylen-ammonium- 
chlorid werden mit 20ccm farbloser Jodwasserstofisiure (d = 1,70) 
3 Stunden unter RiickfluB gekocht. Man verdiinnt mit dem gleichen 
Volum Wasser und schiittelt mit Ather das Phenol aus. Dann 
dampft man die jodwasserstoflsaure Lésung im Vakuum zur 'l'rockne. 
Das zuriickbleibende krystallinische 0-.Jod-a-N, N, N-trimethy]-tetra- 
methylen-ammoniumjodid ist fiir die weiteren Untersuchungen 
geniigend rein. 

0, N’-Methylamino-g-N,N,N-trimethyl-tetramethylen- 
ammoniumhydroxyd. 1g 0-Jod-a-trimethyl-tetramethylen-am- 
moniumjodid werden mit 5ccm 30°/,igem alkoholischen Methyl- 
amin 1 Stunde im Rohr auf 100° erhitzt. Nach dem Abdampfen 
des Alkohols und iiberschiissigen Methylamins wird die Lésung 
durch Zusatz von wiBriger Thalliumacetatlésung jodfrei gemacht. 
Der Uberschu8 von Thallium wird mit Salzsiiure entfernt, aus 
der nun salzsauren Lisung wird die Base als Chloroaurat ge- 
fallt. Es wird bei 80° im Vakuum getrocknet. 


4,828 mg Substanz gaben 2,090 mg CO,, 1,03 mg H,0O. 


17,03 mg ™ y Sit , Oe 
U,H,,N,°2 WAuCl, (869,3) Ber. 11,86°/, C 2,66°/, H 47,85°/, Au 
Gef. 11,81 2,39 47,80 


Das Chloroaurat bildet hellgelbe, in kaltem Wasser kaum 
ljsliche, auch in warmem Wasser schwer lisliche Krystalle yom 
Schmelzp. 205-—206° (unk.). 
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)-N’, N’-Dimethylamino-c-N, N, N-trimethyl-tetramethylen- 
ammoniumhydroxyd (formel II). 
1g 0-Jod-¢-N,N, N-trimethyl-tetramethylen-ammoniumchlorid 
wird mit 5 ccm 30°/,igem alkoholischen Dimethylamin wie bei 
der tetramethylierten Base umgesetzt. Die weitere Isolierung der 
Base ist ebenfalls analog wie dort. 
Das Chloroaurat wird bei 80° im Vakuum getrocknet. 


4,840 mg Substanz gaben 2,350 mg CO,, 1,27 mg H,O. 


10,77 mg ‘ » 9,03 ing Au. 
C,H,,N,-Au,Cl, (883,3) Ber. 12,9°/, C 2,82°/, H 47,0°/, Au 
Gef. 13,24 2,93 46,70 


Das Chlorvaurat bildet sehr schwer lésliche, hellgelbe Nadeln. 
Ks ist leicht léslich in Aceton und kann aus verdiinntem Aceton 
umkrystallisiert werden. Hs schmilzt bei 244—245° (unk.) unter 
Zersetzung. 

Das Pikrat (hellgelbe Krystalle) in iiblicher Weise dar- 
gestellt, schmilzt bei 260° (unk.). 


N,N-Dimethylputrescin. 

2¢ 0-Chlorbutylphthalimid!) bzw. 3g 0-Jodbutylphthalimid? 
werden in 10 ccm alkoholischem, 30°/,igem Dimethylamin geldst 
und im Rohr etwa 1 Stunde auf 100° erhitzt. Nachdem man zur 
Trockne gedampft hat, versetzt man mit Kalilauge bis zur stark 
wkalischen Reaktion. Jetzt wird zur Trockne abdestilliert; den 
Riickstand befeuchtet man mit Wasser und destilliert wieder voll- 
stiindig ab. Diesen Vorgang wiederholt man so lange, bis keine 
Base mehr iibergeht. Das Destillat wird mit Salzsiiure angesiuert. 
Nach dem Kindampfen hinterbleibt das Chlorhydrat als hygro- 
skopische Krystallmasse. 

Das Chloroaurat wird in iiblicher Weise hergestellt. Es 
wird aus verdiinnter Salzsiiure umkrystallisiert und bei 80° im 


eee eee 


Vakuum getrocknet. 


25,06 mg Substanz gaben 12,40 mg Au. 
C,H,,N, 2 HAuCl, (796,2) Ber. 49,53 °/, Au Gef. 49,48°/, Au. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich 
fiir Mittel, die zur Durchfiihrung der Arbeit nétig waren. 


') Keil, Ber. chem. Ges. 63, 1614 (1930). 
*) Gabriel, Ber. chem. Ges. 44, 1243 (1909). 
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Uber Cytochrom. 


Von 


R. Bierich und A. Rosenbohm. 


(Aus dem Krebsinstitut Hamburg-Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am &, Februar 1931, 


In seinen ,,Untersuchungen iiber die Bedeutung des Cyto- 
chroms in der Physiologie der Zellatmung“?) stellt Shibata fest, 
da8 .in Anwesenheit des KCN (m/10000 zu 20°/, Hefesuspension) 
— selbst beim Schiitteln mit reinem Sauerstoff — gar kein Ver- 
schwinden der Cytrochromstreifen bemerkt wird“, und daB unser 
Befund?), ,,daB die Reduktionszeit des oxydierten Cytochroms 
durch KCN stark verlingert wird“ — ,,sicherlich auf irgendeinem 
Irrtum beruhe“. Diese Annahme Shibatas war sacblich berechitigt, 
denn wir haben in der zitierten Arbeit nicht angegeben, dab 
unsere Messungen der Reduktionszeit des Cytochroms an mit 
Blausiiure vergiftetem Hoden — also tierischen Geweben — aus- 
gefiihrt sind, deren Cytochrom anders auf KON reagiert, als das 
Cytochrom der von Shibata untersuchten Pilanzenzellen. Bei 
den tierischen Geweben wird niimlich die B-Komponente des 
Cytochroms oxydiert, wahrend die C- und A-Komponente 
reduziert bleiben. Die Reduktionszeit der B-Komponente solcher 
mit KCN vergifteter Rattenhoden betrigt bei Kinwirkung von 
m/5000-KCN etwa 6 Minuten, bei Einwirkung von m/2500-KOCN 
etwa 12 Minuten. 

Wie wir eben mitteilten, wurde diese Beobachtung von uns 
nur am Cytochrom tierischer Gewebe gemacht und lief sich am 
Cytochrom pflanzlicher Zellen, die Shibata zu seinen Unter- 
suchungen benutzt hat, nicht nachweisen. 





') Acta Phytochimica Bd. 5, Nr. 1, 8. 41. 
*) Diese Z. 184, 246 (1929). 
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Dies eigenartige Verhalten des Cytochroms tierischer Zellen 
haben wir dann noch an einem besonders cytochromreichen Extrakt 
aus tierischen Geweben untersucht, der mit KCN versetzt und 
an der Luft geschiittelt war. In dieser Lésung waren spektro- 
skopisch neben Spuren von Oxyhiimoglobin die Cytochrom- 
streifen A und C deutlich und D schwach vorhanden, wihrend 
der B-Streifen des Cytochroms fehlte. Dieser B-Streifen trat 
aber nach Behandeln des Extrakts mit einem Reduktionsmittel 
wieder auf. Hieraus folgt eindeutig, daf bei den angewandten 
IKCON-Konzentrationen zwar die Oxydierbarkeit der Cytochrom- 
komponenten A und C, nicht aber die Oxydierbarkeit der Cyto- 
chromkomponente B gehemmt wird und daB wir bei der KCN- 
Vergiftung tierischer Organe die Reduktionszeit der B-komponente 
messen kénnen. 
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